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Einleitung 


Die Vorginge der Oogenese und bipolaren Differenzierung bei Tele- 
osteern wurden von Spek (1933) eingehend untersucht. Mit Hilfe von 
Vitalfarbstoffen und Mikroinjektionen von Clark-Lubs-Indikatoren wies er 
nach, daf die bipolare Differenzierung der Eier auf einer polaren Sonde- 
rung in alkalische und saure Zellkolloide beruht, wie er es schon friiher bei 
Nereis-Eiern beschrieben hatte (Spek 1930). 
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In ganz jungen Oocyten der Teleosteer reagiert die Hauptmasse des 
Protoplasmas ziemlich sauer (pH ca. 5,8), aber schon hier laRt sich eine 
zweite alkalische Phase nachweisen. Im Laufe des Oocytenwachstums 
treten zunachst massenhaft alkalische Zellkolloide auf, die in Kernniahe ent- 
stehen und an die Oberflache der Oocyte wandern, wo sie eine breite peri- 
phere Schicht bilden. Aus den alkalischen Substanzen differenziert sich noch 
eine feste Kortikalschicht aus, die jetzt direkt unter der primaéren Oocyten- 
membran liegt. Auf Grund ihrer Teilchenanordnung erhalt sie radiarstrei- 
figes Aussehen. Die vielen sauren Dotterkérnchen werden zwischen Kern 
und alkalischer Rindenschicht eingelagert. Nach Abschlu& der Dotterbildung 
zeigt die inzwischen stark herangewachsene und durch die vielen Einlage- 
rungen undurchsichtig gewordene Oocyte einen streng konzentrischen Auf- 
bau. Der Kern liegt zentral, um ihn herum eine breite Zone von sauren 
Dottersubstanzen, dann die alkalische Rindenschicht und schlieRlich unter 


der primaren Oocytenmembran die radiiarstreifige Kortikalschicht. 


Kurz vor dem Ablaichen werden die Oocyten durch starke Verquellung 
der Zellsubstanzen glasklar. Der konzentrische Aufbau des Eies wird beim 
Hochwandern des Kerns zur Mikropyle verlassen. Es setzt eine bipolare 
Differenzierung ein in der Weise, da die Hauptmenge der alkalischen Sub- 
stanzen sich an dem Richtungskérperpol, die sauren Kolloide sich am gegen- 
iiberliegenden Pol anreichern. Geringe Mengen von alkalischen Kolloiden be- 
finden sich noch an dem sauren Pol, wenige saure Substanzen sind auch am 
alkalischen Pol nachzuweisen. Es resultiert also bei der Differenzierung, die 
im Ovar angedeutet ist, ganz besonders schén aber erst nach dem Ausireten 
des Eies in das Wasser in Erscheinung tritt, ein Konzentrationsgefalle, das 
fiir saure und alkalische Substanzen an entgegengesetzten Polen des Eies 
liegt. Am spateren animalen Pol konnte S pek ein pH von 7,6, am spateren 
vegetativen Pol ein solches von 5,6 feststellen. 


Uns lag nun daran festzustellen, wie die histologischen und histochemi- 
schen Befunde mit diesen am lebenden Material erzielten Ergebnissen iiber- 
einstimmen. 


Die histologischen Arbeiten iiber die Oogenese und Eireifung der Tele- 
osteer sind leider ziemlich veraltet (His 1873, Oellacher 1872/73, Be h- 
rens 1898, Cunningham 1898 u. a.). Methodische Untersuchungen iiber 
die Vorstadien der Eireife fehlen fast vollkommen. Erst die Arbeiten 
Konopackas (1935, 1937) brachten neue Ergebnisse iiber die Histologie 
und Chemie der Dotterbildung. Ihre Ergebnisse, die sich allerdings vor- 
nehmlich auf marine Teleosteer beziehen, sollen im Laufe der Arbeit dis- 
kutiert werden. 


Das Programm unserer Untersuchungen bestand darin, mit Hilfe histo- 
logischer und histochemischer Untersuchungsmethoden die von Spek er- 
haltenen Befunde wihrend der Oogenese und bipolaren Differenzierung zu 
bestatigen und zu erganzen. Zwei Stoffgruppen fanden in der vorliegenden 
Arbeit besondere Beriicksichtigung. 


Einmal befafte ich mich mit der Verteilung der Lipide und deren 
Sonderung wahrend der Oogenese. um eine Basis fiir Arbeiten iiber die 
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Lipidverteilung nach der Befruchtung bzw. wahrend der Embryonalent- 
wicklung der Teleosteer zu bekommen. 

Spek (1942) war es gelungen, eine Methode zum Li poidnachweis 
inderlebenden Zelle zu finden. Er beobachtete, daf einige Oxazin- 
farbstoffe — in besonders auffalliger Weise Irisblau — in lebenden 
Zellen bei Betrachtung im Dunkelfeld eine starke siegellackrote Fluoreszenz 
zeigen. Diese Erscheinung ist darauf zuriickzufiihren, da® die Fluoreszenz 
in Phosphatiden im Gegensatz zu den Eiweiffen auch bei Gegenwart von 
Wasser auffallig verstarkt wird. 

Die genauere Analyse der Fluoreszenz wurde mit dem Engelmannschen 
Mikrospektralphotometer durchgefiihrt. An einer langen Reihe von Modell- 
substanzen konnte geklart werden, fiir welche Art von Zellsubstanzen die 
starke Fluoreszenz zu beobachten ist, in welchen sie auch bei Gegenwart 
von Wasser erhalten bleibt und in welchen nicht. In reinen Fettsubstanzen 
(Neutralfette u. 4.) mit rein lipophilen Eigenschaften wird das Farbsalz 
von Irisblau gar nicht gelést. In EiweiRkérpern und Kohlehydraten, die ja 
stark hydratisierbare Kolloide darstellen, tritt bei Gegenwart von Wasser 
praktisch keine Fluoreszenz auf. Die starke Fluoreszenz von Irisblau bleibt 
nur in wasserfreien Medien und in lipophilen Gruppen grofer Molekiile 
erhalten. In erster Linie werden in Zellen nur die Phos phatide eine 
starke Fluoreszenz zeigen kénnen, da sie hydro- und lipophile Gruppen in 
einer solchen raumlichen Anordnung besitzen, daf die starke Fluoreszenz- 
steigerung der Farbstoffteilchen in den wasserfreien Orten der Molekiile 
ermoglicht wird. 

Spek benutzte schon (1943, unveréff.) diese Methode fiir Lipoidnach- 
weise in den befruchteten Eiern und spateren Entwicklungsstadien der 
Regenbogenforellen (Salmo irideus). Sein Schiiler Krammer (1950, Diss.) 
konnte an den Eiern des Hechtes (Esox lucius) die Ergebnisse noch vervoll- 
standigen. 

Fiir Arbeiten, die an fixiertem Material mit den bekannten Lipidnach- 
weisen die Ergebnisse Speks und Krammers untermauern sollen, 
wollte ich zunachst die Lipidverteilung in den Oocyten und frisch befruch- 
teten Eiern genau klaren. 

Als zweite wichtige Stoffgruppe wurden die Kernsubstanzen ein- 
gehend untersucht. Bei Eizellen mit starker Dotterbildung sind in den ver- 
schiedensten Tiergruppen Besonderheiten im Verhalten des Kerns wahrend 
der Oogenese festgestellt worden (Koch 1925, Ries 1932, Bauer 1937, 
Konopacka 1937). Besonders auffallig ist die ganz schwache Feulgen- 
Reaktion auf Thymonucleinsaure, die starke Vermehrung der Nucleolar- 
substanz und in einigen Fallen das Austreten von Nucleolarsubstanz in das 
Cytoplasma der Eizelle. Caspersson (1936, 1940, 1941) konnte wahr- 
scheinlich machen, daf das Chromatin das Zentrum der Eiweifsynthese dar- 
stellt. In wachsenden Oocyten und anderen embryonalen Zellen fand er im 
Cytoplasma eine grofe Menge von Ribonucleotiden, die vielleicht bei der 
Synthese von Eiweifdotierschollen aktiv mitwirken. Auch die vielen neuen 
Arbeiten iiber das Verhalten des Kerns wiahrend der Oogenese (z. B. 
Brachet 1952, Lepeschinskaja 1950, Glasser 1950, Chaudhry 


1* 
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1951,Gabeu. Prenant 1949, Pasteels 1948, Panijelu. Pasteels 
1951) haben uns angeregt, diese Verhiltnisse auch bei der Oogenese der 
SiiRwasser-Teleosteer zu untersuchen. 


Material und Technik 
a) Material 


Als Material fiir die Untersuchungen dienten verschiedene ein- 
heimische SiiRwasserteleosteer (Leuciscus rutilus, Cyprinus carpio, Esox 
lucius, Perca fluviatilis, Coregonus albula lucinensis). 

Da Plétze (Leuciscus rutilus) und Karpfen (Cyprinus carpio) zu jeder 
Jahreszeit beschafft werden konnten, wurden an ihnen vornehmlich die ver- 
schiedenen Wachstumsstadien der Oocyten 1. Ordnung untersucht. 

In den Ovarien der Plétze findet man im Mai bis Juni nur ganz junge 
Oocyten, die noch keine Einlagerungen zeigen. Im Laufe des Sommers be- 
ginnt ein Teil der Oocyten heranzuwachsen. Es treten alkalische Granulen 
auf, und es bilden sich die ersten Dotterkérnchen. Diese Oocyten zeigen 
dann im Oktober und November eine radiarstreifige Kortikalschicht und 
sind durch die vielen Dottereinlagerungen vollkommen undurchsichtig ge- 
worden. Die nicht in das Wachstumsstadium eintretenden Oocyten ver- 
andern sich nicht. Sie bleiben glasklar und liegen neben den jetzt viel gré- 
Reren undurchsichtigen Oocyten im Ovar. Bis zum Friihjahr treten keine 
groReren Veranderungen auf. Erst im Marz bis April zeigen die grofen 
Oocyten noch einmal verstirkte Wachstumstendenz, und Ende April bis 
Anfang Mai werden sie aus dem Ovar als befruchtungsfahige Eier abge- 
geben. 

Ganz ahnliche Verhaltnisse finden wir in den Ovarien der Karpfen vor, 
nur da hier durch die spiatere Laichzeit (Mai bis Juli) eine jahreszeitliche 
Verschiebung eintritt. 

Fiir die Untersuchungen iiber die bipolare Differenzierung und die Vor- 
gange wahrend der Befruchtung eigneten sich besonders Fischarten, deren 
Eier man ohne Schwierigkeiten abstreifen und kiinstlich befruchten kann. 
Um verschiedene Laichperioden in einem Jahr auswerten zu kénnen, wiahl- 
ten wir Hechte (Esox lucius), Laichzeit: Marz bis A pril, Barsche (Perca 
fluviatilis), Laichzeit: April bis Mai, und Maranen (Coregonus albula 
lucinensis), Laichzeit: November bis Dezember. 

Die bei den Untersuchungen verwendeten Plétze und Barsche wurden 
in der Unter- und Oberwarnow gefangen. Die Karpfen wurden uns von 
der Karpfenzuchtanstalt Grénings bei Wismar, die Hechte von der Hecht- 
brutanstalt Sternberg i. M. und die Maranen von der Fischerei am Groen 
Stechlinsee bei Fiirstenberg i. M. zur Verfiigung gestellt. 

Die Arbeiten wurden in den Jahren 1952 und 1953 durchgefiihrt. 


b) Technik 
1. Neutralfett- und Lipoidnachweise 


Fiir die Lipidnachweise fixierten wir die Oocyten und befruchteten Eier 
in Formol. Das konzentrierte Formol (35%) wurde zur Neutralisierung der 
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Ameisensaure standig iiber CaCO, gehalten. Kurz vor der Fixation ver- 
diinnte ich 1 Teil Formol mit 3 Teilen Leitungswasser. Die Fixierungsdauer 
betrug gewohnlich 6—48 Stunden. Wenn sich eine langere Fixierungsdauer 
nicht vermeiden lief, so kamen die fixierten Objekte nach 24 Stunden in 
eine verdiinnte Formollésung (1 T. 35%iges Formol + 9 T. Leitungswasser). 
Damit sollte verhindert werden, da das Formol die Farbbarkeit der Lipide 
stark beeinflufie (s. H. BGhminghaus 1920, J. Specht 1923, N. 
Halliday 1939 u. a. m.). 

Das fixierte Material wurde in den meisten Fallen mit dem Gefrier- 
mikrotom geschnitten. Nur bei dem Lecithinnachweis nach Romieu bet- 
tete ich in Paraffin ein. Die Gefrierschnitte muRten sehr vorsichtig mit einer 
weiten Pipette vom Mikrotommesser genommen werden, da sonst der Ei- 
inhalt unweigerlich herausfiel. Besonders empfindlich waren die dltesten 
Oocyten mit ihren vielen Einlagerungen. Hier gelangen uns immer nur 
wenige gute Schnitte von einem Ei, so da auf die Herstellung von Schnitt- 
serien verzichtet werden mufte. Schnittdicken von 10 bis 15 4 ergaben die 
besten Ergebnisse. 

Auch bei dem Aufkleben der Schnitte auf Objekttrager ergaben sich 
Schwierigkeiten. Destilliertes Wasser als Aufklebemittel bewahrte sich nicht, 
da der Ejiinhalt beim Trocknen stark schrumpfte. Erst als ich die entfetteten 
Objekttrager mit einer Gelatineschicht iiberzog, erhielt ich bessere Resultate. 
Auf die Objekttrager wurde mit dem Pinsel eine 3%ige Gelatinelésung auf- 
getragen, die noch 24 Stunden in einer 5%igen Na,SO,-Lésung gehirtet 
wurde. Auf so vorbereiteten Objekttragern zeigten die Schnitte gute Haft- 
barkeit und keine Schrumpfungen des Eiinhalts. Diese Methode war schon 
(1951) von F lemming angewandt worden. 

Bei den Paraffinschnitten (Ro mieu-Methode) verzichtete ich auf ein © 
Aufkleben der Schnitte. Mit einer weiten Pipette wurden die Schnitte durch 
die verschiedenen Fliissigkeiten gefiihrt und dann in Glycerin eingebettet. 

Folgende histologische Neutralfett- und Lipoidfarbemethoden wurden 
angewandt: 

Sudanorange nach Rome is (1929), 

Nilblausulfat nach Lorrain-Smith in der Modifikation von K le e- 
berg (1925), 

Methode von Smith-Dietrich (Dietrich 1910) fiir Phosphatide, 

Jodophile Reaktion von Romieu (1927) fiir Lecithine, 

Cholesterinnachweis nach A. Schultze (nach Romeis 1932, § 872), 

Plasmalreaktion nach Feulgen und Voit in der Modifikation von 
Verne (1929). ° 

Fiir die Herstellung der Farblésungen und den genauen Behandlungs- 
gang der Praparate verweisen wir auf die Originalarbeiten und auf 
Romeis (1932 und 1948). 

Sudan III, Sudanorange und Sudanschwarz B sind be- 
kanntlich keine eigentlichen Fettfarbstoffe und farben deshalb auch nicht. 
Die Sichtbarmachung der Lipide beruht auf einem reinen Lésungsphino- 
men. Der Lésungsvorgang ist vollkommen spezifisch fiir simtliche Lipid- 
substanzen (Kaufmann u. Lehmann 1926, Lison 1936, Cain 1950). 
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Eine Unterscheidung bestimmter Lipidsubstanzen gelingt mit ihnen nicht. 
Sudanorange lést sich in sdmtlichen Lipiden leuchtend orangegelb. Es 
werden im Gegensatz zu Sudan III auch die kleinsten Fetttrépfchen dar- 
gestellt. Ein Herauslésen von Lipiden wahrend der Behandlung ist durch 
die verwendete 40%ige alkoholische Lésung kaum zu befiirchten. 


Der Fettnachweis mit Nilblausulfat nach Lorrain-Smith 
soll rosa gefarbte Neutralfette (Triglyceride) und blau gefarbte andere 
Fettsubstanzen (z. B. in besonderem Mafe Fettsiuren) unterscheiden. Nach 
Kaufmann und Lehmann (1926) ist nur die Rosafarbung der Neutral- 
fette spezifisch. Bisher nahm man an, daf die Rosafarbung durch die stark 
fettlésliche Base des Nilblausulfats hervorgerufen wird. Nach C ain (1950) 
dagegen soll das Nilblausulfat aus einer Mischung von einem blauen 
Oxazinfarbstoff und einem Oxazon bestehen. C ain unterscheidet neutrale 
und saure Lipide. Zu den ersteren gehéren Neutralfette und héhere 
Alkohole. Sie sind durch das Oxazon rosa gefarbt. Fettsauren, Phosphatide 
und Cerebroside bezeichnet er als saure Lipide. Sie sind blau gefarbt. 


Die Methode von Smith-Dietrich soll spezifisch Phosphatide, 
Cerebroside, Cholesterinfetisiuregemische, Fettsiuren und Seifen anfarben. 
Durch die Behandlung mit Kaliumbichromat werden die Lipoide oxydiert, 
das Chrom verbindet sich mit den Lipoiden, und das Hamatoxylin tritt 
dann mit dem Chrom zu einem schwarzen Farblack zusammen. Der gebil- 
dete Lack ist gegen Boraxferricyankalium-Lésung unempfindlich, so daf 
man mit dieser schwach alkalischen und leicht oxydierend wirkenden L6- 
sung das mechanisch umhergeschwemmte Hamatoxylin herauslésen kann. 
Nach Kaufmann und Lehmann ist nur eine tiefschwarze Farbung 
charakteristisch fiir Lipoide. Sie weisen darauf hin, daf& der Ausfall der 
Farbungen von der bei der Farbung innegehaltenen Temperatur abhangig 
ist. Bei 60°C farbten sich Phosphatide, Cerebroside und Cholesterinester. 
Bei Cholesterinfetitséiuregemischen und bei sdémilichen Fettséuren war die 
Reaktion negativ. Lison (1936) bezeichnet die Smith-Dietrich- 
Methode als spezifisch fiir Lipoide (i. e. S.), wenn man die Anweserheit von 
Cholesterinestern ausschalien kann. Negative Resultate lassen keinen SchluR 
zu. Cain (1950) lehnt allerdings die Smith-Dietrich- Methode als 
Nachweis fiir Phosphatide ab, da seiner Ansicht nach durch die Verande- 
rungen der Farbung bei Anwesenheit von Eiweifen, Cholesterin oder 
Glycerin Irrtiimer entstehen kénnen. Ich habe bei meinen Farbungen eine 
Temperatur von 60°C innegehalten. Der Aufenthalt der Praparate in der 
Boraxferricyankalium-Lésung wurde variiert, da ich bei zu langer Ein- 
wirkung der Lésung (12 Std.) Schidigungen des Farblackes beobachtete. 


Die jodophile Reaktion von Romieu fiir Lecithine 
stellt einen mikrochemischen Nachweis fiir das Cholin im Lecithin dar. Nach 
vorangegangener Hydrolyse bildet sich bei Behandlung mit J-K J-Lésung 
Jodcholin. Die lecithinhaltigen Regionen im Protoplasma zeigen mahagoni- 
rote bis violette Farbung. Die Anwendung der Hydrolyse schlieRt die Ver- 
wechslung mit Glykogen aus. 


Dem Cholesterinnachweis nach A. Schultze liegt die 
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Liebermann-Burchardsche Cholesterinreaktion zugrunde. Die 
Probe mit Eisessig und konz. H,SO, fallt dann positiv aus, wenn das 
Cholesterin in Oxycholesterin verwandelt ist. Wir setzten die Schnitte 
mehrtagigem intensivem Tageslicht aus oder beizten die Schnitte mit 2% %- 
iger Eisenalaunlésung 24 Stunden. Kaufmann und Lehmann (1926) 
bezeichnen die Reaktion als spezifisch fiir Cholesterin. Ein negativer Aus- 
fall beweist jedoch (besonders bei Anwesenheit von Glycerin, Phrenosin 
oder Kerasin) nicht die Abwesenheit von Cholesterin. 


Die Plasmalreaktion nach Feulgen und Voit ist spezifisch fiir das 
Plasmal, das aus einem Gemisch von Aldehyden der Palmitin- und Stearin- 
saure besteht. Plasmal kommt nur in Verbindung mit Acetalphosphatiden 
in der Zelle vor und bildet mit diesen zusammen das sogenannte Plasma- 
logen. Durch Einwirkung von Sublimat oder Platinchlorid wird das Plas- 
mal von den Acetalphosphatiden gespalten. Die freien Aldehyde der Pal- 
mitin- und Stearinséure lagern dann fuchsinschweflige Saure an und wer- 
den dadurch rot gefarbt. Ich benutzte nach Verne (1929) 1%ige wafrige 
Platinchloridlésung als Fixierungsmittel. 


2. Untersuchung mit Kernfarbstoffen 


Neben formolfixierten Gefrierschnitten untersuchte ich in der Haupt- 
sache Material, das nach Carnoy oder Zenker fixiert und in Paraffin 
eingebettet war. 


Gefarbt wurde mit folgenden Kernfarbstoffen: 


Saures Himalaun nach P. Mayer 
Safraninanilinlésung nach Babes 
Methylgriin nach Pappenheim 
Eisenhimatoxylin nach M. Heidenhain 
Gallocyanin-Chromalaun nach Becher 
Kernechtrot-Aluminiumsulfat 
Gallein-Aluminiumahlorid nach Be cher 
Nuclealfarbung nach Feulgen. 


Uber die genauen Daten zu diesen Farbungen siehe Romeis (1950). 
Eine ausfiihrliche Darstellung der Theorien der Kernfarbungen findet sich 
bei Zeiger (1938). 


3. Andere Nachweise 


Um einen Uberblick iiber die anderen Hauptkomponenten der Eizelle 
zu bekommen, benutzte ich bei den Untersuchungen noch folgende Nach- 
weise: 

Eosin, wasserl. zur Plasmafarbung 

Methylgriin-Pyronin nach U nna zur Plasma- und Kernfarbung 

Xanthoproteinreaktion fiir EiweiRe mit aromatischen Kernen im 
Molekiil (bes. Tryptophan). Daneben 
sind auch Phenole, Indolderivate und 
Alkaloide gefarbt 
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Millonsche Reaktion nach 
Bensley u. Gersh (1933) | fiir EiweiRkérper mit aromatischen Ker- 
nen im Molekiil (bes. Tyrosin), auch bei 
bestimmten Phenolen positiv 
Ninhydrinreaktion fiir niedere Eiweifkérper bzw. ihre Ab- 
bauprodukte 
Polysaccharidreaktion 
nach Bauer (1933) fiir Polysaccharide (Glykogen, Galakto- 
gen, Starke, Tunicin und Zellulose) 
Toluidinblau fiir metachromatische Substanzen 
Polychromes Methylenblau 


nach Unna fiir metachromatische Substanzen 


Neben den Untersuchungen am fixierten Material fiihrte ich standig 
Vitalfarbungskontrollen durch. Es wurden die von S pek (1933) angewen- 
deten Vitalfarbstoffe benutzt. 

Die Photographien wurden mit einer Exacta-Varex hergestellt. Ich be- 
nutzte fiir die: Mikroaufnahmen ein LgOE-Zeif-Mikroskop mit einem 
Miflexaufsatzgerat. Die verwendeten Okulare und Objektive sind bei den 
einzelnen Abbildungen aufgefiihrt. 

Die farbigen Abbildungen sind Schwarzweifphotographien, die mit 
Keilitz-Photographiefarben koloriert wurden. 


Eigene Untersuchungen 


Um die Darstellung der Ergebnisse etwas iibersichtlicher zu gestalten, 
habe ich die Entwicklung der Oocyten in verschiedene Stadien eingeteilt. 
Bei meinen Untersuchungen ergab sich, da die verschiedenen Dottersub- 
stanzen in den wachsenden Oocyten in einer bestimmten Reihenfolge nach- 
einander angelegt werden. Deshalb benutzte ich zur Charakterisierung der 
einzelnen Stadien neben der Morphologie vor allem die Anlage der Dotter- 
substanzen. Im einzelnen unterscheiden wir: 

Stadium 1: Junge Oocyten mit groRem, zentral gelegenem, blasen- 
formigem Kern. Protoplasma ohne gréRere Einlagerungen (z. B. farbige 
Tafel, Bild 1). 

Stadium II: Oocyten mit noch relativ groRem Kern. Im Protoplasma 
erscheinen Rindenvakuolen und bilden eine breite periphere Schicht, Die 
Kortikalschichtbildung beginnt (z. B. farbige Tafel, Bild 2). 

Stadium III: Nach den Rindenvakuolen erscheinen jetzt im peri- 
nuclearen Protoplasma Eiweif-Lipoid-Dotterschollen, die sich in diesem 
Stadium stark vermehren. Die Rindenvakuolen werden dabei auf eine 
schmale periphere Zone gedrangt. Die Kortikalschicht erhilt radiarstreifiges 
Aussehen und nimmt an Breite betrachtlich zu. Die Oocyte zeigt immer noch 
streng konzentrischen Bau (z. B. Abb. 8). 

Stadium IV: Der Kern beginnt an die Peripherie der Oocyte zu 
wandern. Die Dotterkugeln zeigen Tendenz zur Fusion. Die Rindenvakuolen 
sind véllig verschwunden. Durch Verschmelzung vieler kleiner Trépfchen 
bilden sich bei bestimmten Fischarten groRe .Olkugeln* aus. Sie bestehen 
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aus Neutralfetten und Lipoiden. SchlieBlich list sich der Kern auf. Das fein- 


granulierte Protoplasma sammelt sich vorwiegend am Pol, wohin der Kern 
gewandert ist. Der Dotter erscheint fast vollkommen homogen. Eventuell 


Tabelle 1. (GréRenangaben in v.) 





Stadium I Stadium IT Stadium III | Stadium IV 





@ der Oocyten 60—220 200-—350 400— 1300 





Leuciscus 


dita Q der Kerne 35— 100 95—125 100—180 


Jahresztl. Auftr.'z. jed. Jahreszt.| Juni—Sept. Juli—Mai 


@ der Oocyten 35—150 160—250 230— 1200 


Cyprinus 


pater @ der Kerne 17—60 70—110 100—200 


Jahresztl. Auftr.z. jed. Jahreszt.. Juli—Sept. August—Juli 


@ der Oocyten 
Coregonus =e 
albula luci-|Q@ der Kerne 


nensis 


Jahresztl. Auftr. Anfang Dez. 


vorhandene Lipoidtropfen oder Olkugeln liegen zwischen der Keimscheiben- 
anlage und dem iibrigen Dotter. 
Im wesentlichen stimmen die Ergebnisse bei Cyprinus carpio und 
Leuciscus rutilus miteinander 
iiberein, so daf ich auf eine ge- Tabelle 2. 
trennte Behandlung  verzichtet , 
habe. 77 
Besonderheiten der einzelnen J ( Dacytenwachstum 
Arten werde ich bei der Bespre- 
chung der Stadien erwahnen. 
Die Tabelle 1 soll einen Uber- 
blick iiber die GréRenverhaltnisse 
zwischen den verschiedenen Sta- 
dien geben. AuBerdem haben wir 
noch die Kerngréfen und das 
‘ sche : 0, ee 
jahreszeitliche Auftreten der ver- y 7 rail 


0 1OXOXOXOXOXOX OXOXOXO XE 


—— kernwachstum 


X@ XOX OX@» OXOXOXOX 
exoxexe 
exeX 





schiedenen Stadien eingetragen. 
Besonders das Verhialtnis der 
Kerndurchmesser zu den Oocytendurchmessern verandert sich in den ver- 
schiedenen Wachstumsstadien ganz betrachtlich. Die graphische Darstellung 
soll dies noch deutlicher machen (s. Tabelle 2). 
Auf der Ordinate sind die absoluten GréRen in « angegeben. Auf der 
Abszisse ist das Wachstum der Oocyten (in «) eingetragen. 
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Stadium I 


Die jungen Oocyten erscheinen im lebenden Zustand vollkommen glas- 
klar durchsichtig. Sie besitzen einen sehr groBen blasenférmigen Kern. Die 
Oocyten sind von einem einschichtigen, sehr flachen Follikelepithel um- 
geben. 

Unsere Untersuchungen iiber die Lipidverteilung ergaben bei allen ver- 
wendeten Methoden iibereinstimmende Ergebnisse. 

Mit Sudanorange ist das gesamte Plasma orangerot gefarbt. Der 
Kern zeigt keine positive Reaktion. 

Nilblaufarbung nach Lorrain-Smith ruft reinblaue Farbung 
des Plasmas hervor (s. farbige Tafel, Bild 1). Irgendwelche Anzeichen von 
rosa Farbténen konnten nicht festgestellt werden. 

Die nach Smith-Dietrich behandelten Schnitte zeigen tiefschwarze 
Farbung des Plasmas. Die Reaktion ist bei einer solchen lackschwarzen 
Farbung als positiv anzusehen. 

Die jodophile Reaktion nach Romieu vervollstandigt das 
Bild. Das Plasma ist tief mahagonirot tingiert, der Kern gelb gefarbt. 

Der Cholesterinnachweis nach A. Schultze und die Plasmalogen- 
reaktion verliefen trotz wiederholter Versuche negativ. 

Nach dem, was ich schon im ..Material und Technik“ iiber die Spezifitat 
der Lipidnachweise ausfiihrte. kénnen wir den Schluf ziehen, da im 
Plasma der jungen Oocyten Lipide vorhanden sind. Das wird bewiesen 
durch die orangerote Farbung des Plasmas in Sudanorange. Der positive 
Ausfall des Smith-Dietrich-Nachweises und der jodophilen Reaktion 
nach Romieu fiir Lecithine zeigt uns an, daf es sich bei den mit Sudan 
farbbaren Substanzen um Lipoide handelt. Die Blaufarbung mit Nil- 
blausulfat entspricht diesem Ergebnis. Da mit diesem Farbstoff keine Rosa- 
farbungen auftraten, k6nnen wir das Vorhandensein von Neutralfetien mit 
einiger Sicherheit ausschlieBen. 

Die Untersuchungen mit den Kernfarbstoffen zeigen deutlich, 
daB auch bei den Oocytenkernen der SiiBwasserteleosteer ahnliche Ver- 
haltnisse vorliegen, wie sie schon von vielen Autoren fiir Kerne anderer 
Eier mit starker Dotterbildung beschrieben worden sind. 

Da die Farbungen mit saurem Hamalaun. Safraninanilinwasser, Methyl- 
griin, Eisenhimatoxylin, Gallocyanin, Kernechtrot und Gallein weitgehend 
einander entsprechen, will ich, um unnétige Wiederholungen zu vermeiden, 
nur das Farbungsergebnis mit saurem Hamalaun genauer beschreiben. 

Der Kern der jungen Oocyten ist bis auf zahlreiche Nucleolen unge- 
firbt. Die Nucleolen, die blau tingiert sind, liegen randstandig unter der 
in diesem Stadium noch glatten Kernmembran. Das Plasma ist vollkommen 
gleichmaBig tiefblau angefarbt (Abb. 1). In dem sehr flachen Follikelepithel 
zeigen nur die Kerne Blaufarbung (Abb. 2). Dieses Ergebnis muf auf alle 


oben erwahnten Farbstoffe entsprechend iibertragen werden. Immer sind 
im Kern nur die Nucleolen gefarbt. wahrend das Plasma sehr stark den 
Farbstoff bindet. Schon in diesem friihen Stadium tritt ein deutlicher Unter- 
schied in der Farbbarkeit des Plasmas zwischen formolfixierten Gefrier- 
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schnitten und Zenker- oder Carnoy-fixierten Paraffinschnitten auf 
(vgl. Abb. 1 u. 2). Dasselbe Phainomen zeigt sich auch bei den anderen Sta- 
dien und wird noch naher erlautert werden (s. S. 32). 


4 


Abb. 1. Oocyte im Stadium I von Leuciscus rutilus. Formol, Gefrierschnitt, 
Haimalaun. Obj. 40, Ok. 7. 


In den Ovarien der von mir untersuchten Karpfen (Cyprinus carpio) 
fand ich noch jiingere Stadien von Oocyten (Durchmesser der Oocyte: 


~ 30 wu, des Kerns: ~ 12 «), die mir erméglichten, etwas iiber die Entstehung 


Abb. 2. Oocyten im Stadium I von Leuciscus rutilus. Zenker, Paraffinschnitt. 
Hamalaun. Obj. 40, Ok. 7. 


der Oocyten vom Siadium I auszusagen. Die Anfarbungen mit Kernfarb- 
stoffen ergaben, daft bei ihnen im Kern noch wesentlich mehr farbbare Sub- 
stanzen liegen als bei den Oocyten des Stadiums I. Die Nucleolen sind 
zahlreich. Das Plasma ist in der Regel ungefarbt. Bei einigen Oocyten zeigt 
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das Plasma jedoch einen stark farbbaren perinuclearen Bezirk. Es scheint 
so, dak aus dem Kern farbbare Substanzen auswandern, 
da mit dem Auftreten dieser perinuclearen Zone die Farbbarkeit des 
Kernes nachlaf®t. Allmahlich wird das gesamte Plasma stark tingierbar, 
wahrend der Kern am Ende nur noch die Nucleolen als farbbare Substanzen 
enthalt. Es sind also die Oocyten von Stadium I entstanden. 

Aus den mit Kernfarbstoffen erzielten Anfarbungen ergibt sich, da das 
Plasma der jungen Oocyten und die Nucleolen im Kern stark basophil 
sind. Dabei verstehe ich unter der Basophilie nur die Fahigkeit von Zell- 
substanzen, im fixierten Zustand basische Farbstoffe stark anzulagern. 

Die Feulgen-Reaktion auf Thymonucleinsiure fallt ohne Aus- 
nahme im Kern und Plasma dieser jungen Oocyten negativ aus. Nur die 
Kerne der Follikelepithelzellen erscheinen schén violett gefarbt. Mit der 
Methylgriin-Pyronin-Methode erhalt man rot gefarbtes Plasma, 
sehr schwach rot gefirbte Nucleolen und einen ungefarbten Kern. Auch hier 
sind nur die Kerne der Follikelepithelzellen griin gefarbt. Zum anderen er- 
gibt der saure Farbstoff Eosin homogene Rotfarbung des Kerns und des 
Plasmas. Daraus ersieht man, da die Substanzen im Plasma nicht nur baso- 
phil, sondern auch oxyphil reagieren, wahrend der Kern in diesem Stadium 
bis auf die Nucleolen nur oxyphile Substanzen enthalt. Dabei ist besonders 
zu betonen, daf der Kern keinerlei auffallige Strukturen erkennen laBt. 

Da ich bei den spiteren Wachstumsstadien ahnliche Verhaltnisse vor- 
fand, wollen wir die Ergebnisse am SchluB im Zusammenhang diskutieren. 

Mit den iibrigen Nachweisen ergaben sich keine bedeutenden Befunde. 
Mit Millons Reagens war das Plasma schwach rosa gefarbt. Ninhydrin- 
und Xanthoprotein-Reaktion fielen negativ aus. Auch die Polysaccharid- 
reaktion nach Bauer konnte keinen Nachweis von irgendwelchen Poly- 
sacchariden erbringen. Samtliche behandelten Schnitte blieben ungefarbt. 
Mit Toluidinblau und polychromem Methylenblau waren Nucleolen und 
Plasma im orthochromatischen Farbton tingiert. Metachromatische Farb- 
téne zeigten sich nicht. 


Stadium II 


Die jungen Oocyten wachsen heran und bilden als erste grébere Ein- 
lagerungen in der Nahe der Oocytenmembran Vakuolen aus. Manche 
Autoren bezeichnen sie wie Kono packa (1935) als ..gouttes claires*. Ich 
moéchte sie als Rindenvakuolen bezeichnen, da sie in der Nahe der 
Oocytenmembran entstehen und wahrscheinlich am Aufbau der Kortikal- 
schicht beteiligt sind. Diese Rindenvakuolen liegen zunachst in einer Reihe 
unter der Oocytenmembran, vermehren sich dann aber stark und fiillen am 
Ende des Stadiums II den gréBten Teil des Raumes zwischen Oocyten- 
membran und Kern aus (s. Abb. 6). Sie zeigen eine Struktur, die durch 
Lichtbrechungsunterschiede der einzelnen Bestandteile deutlich wird. In 
einer groBen Vakuole liegt eine kleinere, an deren Peripherie eine Anzahl 
noch kleinerer, besonders stark lichtbrechender Vakuolen angeordnet sind 
(s. Abb. 10 und 11). 

Die Haupimasse des Plasmas ist auf den Raum um den Kern beschrankt. 
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Unter der Oocytenmembran und zwischen den einzelnen Rindenvakuolen 
ist es nur noch in geringer Menge vorhanden. 


Abb. 3. Oocyte im Stadium II von Leuciscus rutilus. Zenker, Paraffinschnitt. 
Kernechtrot. Obj. 40, Ok. 7. 


Gleichzeitig mit der Ausbildung der Rindenvakuolen beginnt die Kern- 
membran ihr Aussehen zu verandern. Es bilden sich Ausbuchtungen in das 
Plasma hinein,-meistens an den Stellen, wo die Nucleolen der Kernmembran 


> — ain a 


Abb. 4. Oocyte im Stadium II von Cyprinus carpio. Zenker, Paraffinschnitt, 
Gallein. Obj. 20, Ok. 63 proj. 


anliegen. Ich werte dies als deutliches Zeichen fiir die Aktivitat des Kerns 
bei der Dotterbildung. 

Nachdem eine Reihe von Rindenvakuolen gebildet ist, beginnt die An- 
lage der Kortikalschicht, d. h. unter der primaren Oocytenmembran wer- 
den Substanzen aus der Oocyte angelagert. Die Kortikalschichtbildung setzt 
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beim Karpfen etwas friiher als bei der Plétze ein. Zuniichst ist in dieser 
Schicht keine Radiarstreifung zu erkennen. 

Mit Beginn des Stadiums II wird das Follikelepithel zweischichtig. Die 
Zellen, die der Oocytenmembran aufliegen, sind fast kubisch, wahrend die 
dariiberliegende Schicht aus flachen Zellen besteht (s. Abb. 3). 

Die Untersuchungen iiber die Lipidverteilung ergeben keine 
groBen Unterschiede zu denen des Stadiums I. Die mit Sudanorange farb- 
baren Lipide (s. Abb. 5) sind im gesamten Plasma aufzufinden. Ihre 
Lipoidnatur wird wiederum durch positive Smith-Dietric h-Reaktion, 
positive jodophile Reaktion nach Romieu und durch Blaufairbung mit 


rororange 


Abb. 5. Oocyte im Stadium II von Leuciscus rutilus. Formol. Gefrierschnitt, 
Sudanorange. Obj. 8, Ok. 6.3 proj. 


Nilblausulfat nach Lorrain-S mith bewiesen. Triglyceride, d. h. Neutral- 
fetie, erscheinen in diesem Stadium noch nicht. Die Rindenvakuolen und 
die hier noch sehr diinne Kortikalschicht sind stets ungefarbt. 

Mit den Kernfarbstoffen sind wie im Stadium I das Plasma und 
die Nucleolen gefarbt. Dabei konnte ich feststellen, da die Starke der 
Plasmafiairbung abhangt von der Art der Fixierung und der Einbettung des 
Materials. Nach Zenker oder Carnoy fixierte und in Paraffin ein- 
gebettete Oocyten lassen deutlich eine Abnahme der basophilen Substanz 
im Plasma erkennen. Bei Oocyten, die mit Formol fixiert und mit dem 
Gefriermikrotom geschnitten sind, ist das Plasma wesentlich starker ge- 
firbt. Dieses Phinomen tritt im Stadium III noch viel auffalliger in Er- 
scheinung. 

Der Kern enthalt nur die Nucleolen als gefiarbte Bestandteile. Die 
Nucleolen sind besonders schén gefarbt nach Zenker - Fixierung. Sie 
liegen groBtenteils in den Ausbuchtungen, die die Kernmembran gebildet 
hat, und zeigen bei Zenker- und Carnoy-Fixierung im Innern Vaku- 
olen, die vielfach randstaindig angeordnet sind (s. Abb. 12). Ob es sich 
dabei um Fixierungsartefakte handelt, ist nicht zu entscheiden. Jedenfalls 
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fand ich diese Struktur der Nucleolen auch bei spiteren Stadien in gleicher 
Weise wieder. 

Wahrend die Anfarbungen des Plasmas und der Nucleolen mit allen 
verwendeten Kernfarbstoffen iibereinstimmen, verhalten sich die Rinden- 
vakuolen den Kernfarbstoffen gegeniiber verschieden. Mit saurem Ham- 
alaun, Kernechtrot, Gallocyanin, Eisenhimatoxylin, Safranin und Methyl- 
griin erhielt ich gar keine oder nur sehr schwache Anfarbungen. Auffallig 
anders verhielt sich Gallein. Mit diesem Farbstoff waren neben dem 
Plasma und den Nucleolen auch die Rindenvakuolen und die 
Kortikalschicht auferordentlich stark angefarbt (s. Abb. 4). Ich konnte 


violettrat 


Abb. 6. Oocyte im Stadium II von Leuciscus rutilus. Formol, Gefrierschnitt. 
Kernechtrot. Obj. 8, Ok. 6,3 proj. 


auRerdem beobachten, daf die der Oocytenmembran am nachsten gelegenen 
Rindenvakuolen z. T. ihre Konturen verlieren und sich im Plasma auf- 
lésen. Da die Kortikalschicht ebenso stark gefarbt ist wie die Rinden- 
vakuolen, liegt der Gedanke nahe, daB aus diesen Vakuolen die 
Kortikalschicht entsteht. Daf diese Anfarbungen auf typische 
basophile Substanzen in den Rindenvakuolen und der Kortikalschicht hin- 
weisen, ist sehr unwahrscheinlich. Dann hiatten doch wenigsiens ein paar 


der anderen Kernfarbstoffe ahnliche Ergebnisse zeigen miissen. Viel wahr- 
scheinlicher ist es, da es sich hier um Stoffe handelt, die Ahnlichkeiten 
im chemischen Aufbau mit den auBer dem Kern mit Gallein farbbaren 
Substanzen aufweisen, namlich Kittlinien, Knochenzellen und _ elastische 
Fasern. Alle diese genannten Substanzen enthalten neben Skleroproteinen 
Mucopolysaccharide. Diese sind in vielen tierischen Zellen als 
Membranbildner nachgewiesen. 

Auch die Polysaccharidreaktion nach Bauer und die Anfarbung mit 
metachromatischen Farbstoffen deuten auf das Vorhandensein von Mucopoly- 
sacchariden in den Rindenvakuolen hin. Mit der Ba ue r-Reaktion erhielt 
ich Rosafirbung in den Vakuolen und sehr schwache Diffusfarbung des 
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Plasmas. Da nach vorheriger Behandlung mit Speichel keine Veranderung 
des Farbungsbildes eintrat, kann es sich bei den Substanzen nicht um 
Glykogen handeln. 

Toluidinblau und polychromes Methylenblau ergaben schéne metachro- 
matische Anfarbungen der Rindenvakuolen, was zu der Annahme be- 
rechtigt, daf® Mucopolysaccha- 
ride vorhanden sind. 

Mit den von Spek ausge- 
arbeiteten Methoden zur Un- 
terscheidung von metachroma- 
tischen Farbanderungen und 
Umschligen von Indikatoren 
durch Veranderung des pH 
wurde der Inhalt der Rinden- 
vakuolen noch nicht unter- 
sucht, da dies vom urspriingli- 
chen Thema etwas zu sehr ab- 
Abb. 7. Oocyte im Stadium II von Leuciscus gefiihrt hatte. Diese Untersu- 
rutilus. Formol. Paraffinschnitt, jodophile Re- 

aktion nach Romieu. Obj. 8, Ok. 7. Arbeit erfolgen. Fast alle waf- 

rigen Vakuolen nichtdriisiger 
tierischer Zellen enthalten einen alkalischen Inhalt. Andererseits scheiden sich 
auch Mucopolysaccharide gerne in wafrige Vakuolen aus, so daf u. U. beides 
vorliegen kénnte, ein chromotroper Stoff und eine alkalische Reaktion. 


chung soll erst in einer spateren 


Abb. 8. Oocyte im Stadium III von Leuciscus rutilus. Formol. Gefrierschnitt, 
Himalaun. Obj. 3, Ok. 10. 


Einen Nachweis muf ich in Verbindung mit den Rindenvakuolen noch 
besonders erwaihnen. Millons Reagens zeigt eine Anfarbung der Rin- 
denvakuolen und der Kortikalschicht neben einer sehr schwachen Plasma- 
diffusfarbung. Wie schon bei der Galleinfarbung wird deutlich, daB sich 
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die Rindenvakuolen auflésen und wahrscheinlich in die Kortikalschicht 
iibertreten. Der Nachweis zeigt, daB in Kortikalschicht und Rinden- 
vakuolen eine Eiweiffkomponente vorhanden sein mu, die Tryptophan 
als Baustein enthalt. 
Stadium III 

Das Stadium III ist durch besonders starke Dotterbildung ausgezeichnet. 
In diesem Stadium werden alle noch fehlenden Dottersubstanzen gebildet, 
da mit AbschluB des Stadiums die Dotterbildung beendet ist. 

Bei den Plétzen beginnt dieses wichtige Stadium mit der Bildung von 
ersten Dotterschollen in dem perinuclearen Grundplasma. In dieser Zeit 


Abb. 9. Oocyte im Stadium IVY (Anfangsstadium) von Coregonus albula lucinensis. 
Carnoy,. Paraffinschnitt, Himalaun. Obj. 3, Ok. 6.3 proj. 


erfiillen noch die Rindenvakuolen den Hauptteil der Oocyten. Mit zu- 
nehmender Stirke der Dottertropfenschicht nehmen die Rindenvakuolen 
ab. Gleichzeitig wiachst die Kortikalschicht heran und zeigt bald die typische 
radiarstreifige Struktur. Die Vermehrung der Dotterschollen geht so weit. 
da am Ende des Stadiums III fast die gesamte Oocyte von Dottermateria! 
erfiillt ist. Die Rindenvakuolen sind auf eine ganz schmale Zone unter der 
stark herangewachsenen Kortikalschicht beschrinkt (s. farbige Taf., Bild 3. 
und Abb. 8). 

Bei den Eiern des Karpfens verlauft die Bildung der Dottergranula 
insofern anders. als die ersten Dottertropfen nicht perinuclear, sondern 
zwischen den peripher liegenden Rindenvakuolen auftreten. Die Zahl der 
Rindenvakuolen nimmt auferdem beim Karpfen wahrend der ersten Dotter- 
schollenbildung noch zu. Erst nachdem gréBRere Mengen von Dottergranulen 
gebildet sind, tritt der gleiche Vorgang wie bei den Eiern der Plétze ein. 
die Rindenvakuolen werden an die Peripherie gedrangt, lésen sich z. T. 
auf, und die Kortikalschicht nimmt an Breite stark zu. Im Stadium III tritt 
von aufen um die Kortikalschicht herum eine weitere Hiillbildung auf. 
Besonders schén ist sie bei Leuciscus ausgebildet (s. Abb. 10). Ich konnte 
im Rahmen meiner Arbeit nicht naher auf ihre Entstehungsweise eingehen. 

Protoplasma, Bd. XLVII/1—2 9 
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Von den alteren Autoren wird sie auf Grund ihres Aussehens als Zotten- 
schicht bezeichnet. His nennt diese Bildung Eikapsel und deutet sie als 
akzessorische Eihiille chorionalen Ursprungs. 


Wahrend dieser umfangreichen Dotterbildungen vergréRert sich der 
Kern nur sehr wenig (s. Tab. 1 und 2). Die schon im Stadium II beschrie- 
benen Ausbuchtungen der Kernmembran werden so weit ausgebildet, daf 

die Membran zottig erscheint. Die 
Nucleolen sind gréRer geworden und 
liegen fast ausschlieBlich in den klei- 
nen Ausbuchtungen (s. Abb. 12). 

Besonders betonen méchte ich 
noch, daB die Oocyte auch in diesem 
Stadium ihren streng konzentrischen 
Aufbau bewahrt. 

Mit den Neutralfett- und 
Lipoid - Farbemethoden er- 
gab sich folgendes Bild: Sudan- 
orange farbte das Grundplasma und 
die Dotterschollen intensiv orange- 
rot. Kern, Rindenvakuolen und Kor- 
tikalschicht blieben ungefarbt. Mit 
der Smith-Dietrich- Methode 
erhielt ich intensive Schwarzfarbung 
der gesamten Dotterzone einschlieB- 
lich des Grundplasmas. Der Kern, 
die Rindenvakuolen und die Korti- 
kalschicht blieben auch bei diesem 
Nachweis ungefarbt. Sehr schéne 

Abb. 10. Oocyte im Stadium III von Bilder erhielt ich mit der jodophilen 
Leuciscus rutilus. Formol, Gefrierschnitt, | Reaktion nach Romie u (s. Abb. 7). 
Hamalaun. Obj. 40, Ok. 6.3 proj. Alle Dotterschollen und das Grund- 
plasma waren tiefmahagonirot ge- 

farbt. Wir kénnen aus dem Ausfall der Farbungen den SchluB ziehen, 
daf bei den Oocyten des Stadiums II] neben dem Plasma auch die 
neu auftretenden Dotterschollen Lipoide enthalten miissen. Dasselbe Er- 
gebnis erhielt Flemming (1951), der an der Plétze dieses Oocytenstadium 
auf seinen Lipidgehalt untersuchte. Da die Ro mie u- Methode stark posi- 
tiv ausfallt, nehme ich an, daft die Dotterschollen als Lipoidkomponente vor 
allem Lecithin enthalten. Mit Nilblausulfat nach Lorrain-S mith erhielt 
ich nach vorgeschriebenem Behandlungsverlauf Blaufarbung des Plasmas 
und der Dotterschollen. Dies bestatigt das Vorkommen von Lipoiden. Ver- 
wendete ich aber als Differenzierungsmittel statt der 1%igen Essigsaiure 
2%ige und verlangerte ich die Differenzierungszeit auf etwa 30—40 Min.. 
so verschwand der blaue Farbton nach und nach, und ich konnte deutlich 
eine schwache Rosafarbung der Dotterschollen wahrnehmen. In den nicht so 
stark differenzierten Schnitten scheint der kraftig blaue Farbton die Rosa- 
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farbung zu iiberdecken. Die Rosafarbung tritt erst bei Oocyten auf, die 
schon sehr viele Dottersubstanzen gebildet haben. Es miissen also im Sta- 
dium III neben der grofen Menge an Lipoiden auch Neutralfette an- 
gelegt werden. 

Plasmal- und Cholesterinreaktion verliefen auch in diesem Stadium 
negativ. 

In diesem Zusammenhang wollen wir gleich die Nachweise besprechen, 
die uns weitere Hinweise fiir den chemischen Aufbau der Dotterschollen 
bringen. Mit Millons Reagens ist einwandfrei nachzuweisen, daf neben 
den Lipoiden auch Eiweiffe in den Dotterschollen vorhanden sein miissen. 
Es ist sehr wahrscheinlich, daB es sich dabei um Phosphoproteide 
handelt. Zu den Phosphoproteiden gehéren das Ovovitellin des Hiihnereies 


Abb. 11. Rindenvakuolen in den Oocyten von Leuciscus rutilus (Stadium II). 
Formol, Gefrierschnitt, saures Himalaun. Obj. H-[mmersion (90), Ok. 15 K. 


und das Ichthulin der Fischeier, die demnach Phosphorsaure als 
prosthetische Gruppe enthalten und dadurch stark sauer reagieren. 

Daf in den Dotterschollen Substanzen mit grofer Aciditat vorhanden 
sein miissen, zeigen die Untersuchungen mit den basischen Kernfarb- 
stoffen. Mit saurem Haimalaun z. B. sind die Dotterschollen stark 
blauviolett angefarbt. Diese Farbung tritt aber nur an formolfixier- 
tien Gefrierschnitten auf. In mit Zenker- oder Car no y-fixier- 
ten Paraffinschnitten kann man mit Methylgriin, saurem Hamalaun, Gallo- 
cyanin und Kernechtrot keine Anfarbung der Dotterschollen erreichen. Ich 
nehme an, da® durch die Zenker- oder Carnoy -Fixierung, vielleicht 
auch durch die Alkoholbehandlung, die prosthetische Gruppe des Phos- 
phoproteids, also die Phosphorsaure, abgespalten wird, in Lésung geht und 
dadurch keine Anfarbungen mit den basischen Kernfarbstoffen eintreten 
k6nnen. 

Eine Abnahme in der Farbbarkeit mit Kernfarbstoffen nach Ze nk e r- 
Fixierung und Paraffineinbettung erwahnte ich schon beim Stadium | 
und Il. Da noch keine Dotterschollen ausgebildet sind, nehmen wir an, da 
im Stadium I und II geringe Mengen von Phosphoproteiden diffus verteilt 
im Grundplasma vorliegen, die dann durch die Zenker -Fixierung und 
Paraffineinbettung gespalten werden. Daraus ergeben sich aber 
fiir alle Fairbungen des Plasmas mit Kernfarbstoffen 


Q* 
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wichtige Konsequenzen. Wir miissen stets unterscheiden zwischen 
Anfarbungen, die bei formolfixierten Gefrierschnitten auftreten, und sol- 
chen, die auch nach Zenker-Fixierung und Paraffineinbettung erhalten 
bleiben. Ich werde bei der Diskussion der Ergebnisse diesen Fragenkomplex 
eingehend behandeln. 

Allgemein ist iiber die Untersuchungen mit Kernfarbstoffen noch folgen- 
des nachzutragen: In Paraffin- und Gefrierschnitten sind die Nucleolen mit 
allen benutzten Farbstoffen kraftig gefarbt. Ihre Struktur entspricht der 
des Stadiums II (s. Abb. 12) (s. S. 14). Das Grundplasma hat in Paraffin- 
schnitten gegeniiber den friiheren Stadien stark an Farbbarkeit eingebiiBt. 
Die Rindenvakuolen und die Kortikalschicht sind nur mit Gallein stark 
farbbar. 

Eosin farbt den Kern bis auf die Nucleolen rot, das Grundplasma 
schwach gelbrot. Die Dotterschollen sind 
in Paraffinschnitten ungefarbt. Der Kern 
ist also immer noch ox y phil, wahrend 

sich die Nucleolen rein basophil verhal- 
ve 7 e ten. 
at : Die Feulgen-Reaktion  verlauft 
auch bei den Oocyten des Stadiums III 
‘eis. ae Macehentea a tlie vollig negativ. Wieder sind nur die 
Kern einer Oocyte von Cyprinus Kerne der Follikelepithelzellen ange- 
carpio (Stadium II). Zenker. farbt. 
Paraffinschnitt, Hamalaun. Obj. H- Die iibrigen Nachweise bieten nicht 
Immersion (90). Ok. 13 K. viel Neues. Mit der Bauerschen Poly- 
saccharid-Reaktion sind wie im Sta- 
dium II die Rindenvakuolen und das Grundplasma schwach diffus ange- 
firbt. Speichelreaktion veranderte das Bild nicht. 

Da mit dem Stadium III die eigentliche Dotterbildung abgeschlossen ist. 
d. h. in den folgenden Stadien im wesentlichen keine Neubildungen von 
Substanzen zu beobachten sind, wollen wir noch einmal kurz das Ergebnis 
unserer Untersuchungen zusammenfassen. 


Im Stadium IIT ist der Kern mit seiner stark gelappten Membran oxy- 
phil, die Nucleolen stark basophil. Im Grundplasma,. das nach Ze nke r- 
Fixierung und Paraffineinbettung mit Kernfarbstoffen nur noch schwach 
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farbbar isi. liegen die Dotterschollen eingebettet. In den Dotterschollen 
kénnen wir saure EiweiBe (wahrscheinlich Phosphoproteide) und Lipoide 
(vor allem Lecithin) nachweisen. AuBerdem enthalten die Dotterschollen 
geringe Mengen von Neutralfetten. Ob neben den von mir nachgewiesenen 
freien Lipoiden noch Lecithin vorkommt, das mit den sauren Eiweifen 
.symplexartig™ verbunden ist, so daB wir sogenannte Lipoproteide vor uns 
hatten, ist mit unseren Untersuchungsmethoden nicht zu entscheiden. In 
einer schmalen peripheren Zone eingebettet im Grundplasma — liegen 
die Rindenvakuolen, die als eine Hauptkomponente wohl Mucopolysac- 
charide enthalten. Direkt unter der primaren Oocytenmembran liegt die 
breite radiarstreifige Kortikalschicht. 
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Stadium IV 


Fiir die Untersuchungen des Stadiums IV wurden neben Hecht- und 
Barscheiern vor allem Maraneneier (Coregonus albula lucinensis) verwendet. 
Die Art Coregonus albula, die als kleine Marine bezeichnet wird und in 
tiefen Seen Norddeutschlands vorkommt, wird in zwei Unterarten ein- 
geteilt. Ich habe vornehmlich die Unterart Coregonus albula lucinensis 
untersucht, deren Eier etwas gréRer als die von Coregonus albula typica 
sind. Coregonus albula lucinensis kommt nach Ba uc h (1953) nur im Lucin- 
und Stechlinsee (Mecklenburg) vor. Die einzelnen Ergebnisse bei dieser 
Fischart kénnen wir zwar nicht ohne weiteres verallgemeinern, doch ist 
anzunehmen, daft die bipolare Differenzierung in den wesentlichen Punkten 
bei allen Teleosteern iibereinstimmend verlauft. Dies zeigten besonders die 
Untersuchungen von Spek (1933). 


Die Marianen erwiesen sich fiir die Untersuchungen dieses Stadiums be- 
sonders geeignet. Die Tiere laichen im November bis Dezember bei einer 
Wassertemperatur von 5 bis 6°C. Durch die niedrige Wassertemperatur 
verlaufen die Vorgange im Ovarium sehr langsam, so daf die Umbildung 
vom Stadium III zum befruchtungsfahigen Ei etwa 24—48 Stunden in An- 
spruch nimmt. Bei allen anderen von mir untersuchten Fischarien dagegen 
geht diese Entwicklung so schnell vor sich (1 Std. oder noch weniger), daf 
man in den wenigsten Fallen die Ubergange fixieren kann. 


Im Stadium IV tritt keine Neubildung von Substanzen mehr ein, charak- 
teristisch ist allein ihre Umgruppierung. Die radiarstreifige Kortikalschicht 
ist noch stirker als im Stadium III ausgebildet. Die schmale Schicht der 
Rindenvakuolen ist ganzlich verschwunden. Das Grundplasma ist in der 
Nahe des Kerns und unter der Kortikalschicht etwas starker angereichert. 
Im iibrigen umhiillt es in zarter Schicht die einzelnen Dotterschollen und 
die bei der Marane schon im Stadium III gebildeten Neutralfett- und 
Lipoidtrépfchen. Nachdem dieser Zustand erreicht ist, beginnt der Kern an 
die Peripherie der Oocyte zu wandern. Gleichzeitig der Auftakt zur ersten 
Reifeteilung und zur bipolaren Differenzierung! 


Wihrend der Kern seinen Weg an die Peripherie zum spiateren Rich- 
tungskérperpol nimmt (Abb. 9) und sich dort schlieBlich auflést, veraindert 
auch das Grundplasma seine Lage. Alle Plasmabestandteile, die noch um 
die einzelnen Dotterschollen herumlagen, begeben sich an den Richtungs- 
kérperpol. Auch ein Teil des unter der Kortikalschicht angereicherten peri- 
pheren Plasmas, das Spek als alkalische Rindenschicht bezeichnet hat, 
wandert an der Oberflache zum Richtungskérperpol, so daf sich bei der 
Marine am Ende eine breite Kuppe von Grundplasma ansammelt, die nach 
der Befruchtung zur Keimscheibe konzentriert wird. 

Die alkalische Rindenschicht geht aber nicht vollstandig in die Keim- 
scheibenanlage iiber. Selbst im befruchteten Ei umhiillt sie noch als diinne 
Rindenschicht die gesamten Dottersubstanzen. Sie wurde friiher falschlicher- 
weise als Dotterhaut bezeichnet. 

Bei den Mariineneiern kann man schon mit blo&em Auge eine Wande- 
rung von Zellsubstanzen zum Richtungskérperpol erkennen. Im Stadium III 
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haben sich bei den Marianen Fettsubstanzen aus den Lipoid-Eiweif-Dotter- 
schollen als winzige Gebilde herausgelést, die dann allmahlich an Umfang 
zugenommen haben. Die so gebildeten Fetttropfen liegen zuniachst in der 
peripheren Zone der Dotterschollenschicht regelmafig verteilt. Wenn der 
Kern die Oberflache erreicht hat und das Plasma zu wandern beginnt, be- 
wegen sich auch die Fetttropfen auf den Richtungskérperpol zu und sam- 
meln sich unter der Keimscheibenanlage. Offensichtlich wandert das Grund- 
plasma wesentlich schneller in die Keimscheibenanlage, so daf die Fett- 
tropfen nur noch unter ihr Platz haben. Diese Anhaufung der Fetttropfen 
unter der Keimscheibe entspricht dem ,,disque huileux* nach Lereboul- 
let. (Die vielen kleinen Fetttropfen, die im Stadium III auftreten, lagern 
sich zu gréReren zusammen; wahrscheinlich erfolgt das Zusammentreten der 
Tropfen, weil das sie umgebende Plasma an den Richtungskérperpol ent- 
weicht und somit die sie trennende Substanz fehlt.) 

Parallel zu diesen Vorgangen verlauft das auffallige Klarwerden 
der Eier im Ovarium. Wir hatten schon erwahnt (s. S. 2), da die Oocyten 
der Stadien II und III durch die vielen Einlagerungen triib erscheinen. Nach 
Beendigung der eben geschilderten Prozesse erscheint das befruchtungs- 
fahige Ei vollkommen glasklar durchsichtig. S pek (1933) konnte wahr- 
scheinlich machen, da dieses Klarwerden auf eine starke Hydratation der 
Plasmakolloide zuriickzufiihren ist. 

Aus unseren Untersuchungen an fixiertem Material von Maraneneiern 
ergab sich, da wahrscheinlich noch ein zweiter Faktor fiir das Klarwerden 
der Dottersubstanzen verantwortlich zu machen ist. Solange die Dotterzone 
iriib erscheint, liegt zwischen den einzelnen Dotterschollen Plasma, wodurch 
eine Fusion von Dotterschollen miteinander verhindert wird. Jede Dotter- 
scholle reflektiert das Licht, so da die Dotterzone triibe erscheint. Ent- 
weicht jetzt aber das Protoplasma zum Richtungskérperpol. so fallt die 
Barriere zwischen den einzelnen Dotterschollen fort und sie fusionieren mit- 
einander. Dadurch erscheinen sie jetzt durchsichtig. 

Meine Untersuchungen mit den Neutralfett- und Lipoidfarbemethoden 
wurden durch die schlechte Schnittfahigkeit der Oocyten in diesem Stadium 
sehr erschwert. In sehr vielen Fallen fallt bei Gefrierschnitten der gesamte 
Eiinhalt heraus. Das liegt vor allem daran, daf die Oocyten mit Dotter- 
schollen vollgestopft sind, die in sehr wenig Grundplasma eingebettet lie- 
gen. Bei der Fixation erhalten die Dotterschollen eine feste Konsistenz, 
wahrend das fein granulierte Grundplasma verhaltnismafig locker bleibt. 
Dadurch erreicht man keine fest zusammenhingenden Schnitte, und gute 
Erfolge sind selten. Bei den Eiern, deren Dotterschollen fusioniert sind und 
sich schon die erste Anlage der Keimscheibe gebildet hat, ist der durch Fixa- 
tion fest gewordene Dotter leicht schneidbar. Hier ergibt sich aber eine 
andere Schwierigkeit: Das fein granulierte Plasma der Keimscheibenanlage 
ist nur locker mit dem Dotter verbunden, lést sich beim Schneiden ab und, 
was noch unangenehmer ist, zerbréckelt sehr leicht. 

Meine Versuche, mit Gelatine-Einbettung bessere Ergebnisse zu erzielen, 
blieben erfolglos. Trotz dieser Schwierigkeiten konnte ich einige interessante 
Ergebnisse erzielen. Das Grundplasma ist im Stadium IV weder mit Sudan- 
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orange noch mit irgendeinem anderen von uns benutzten Fettfarbstoff an- 
zufarben, es ist also frei von Lipiden, jedenfalls von unmaskierten 
Lipiden. Die einzelnen Dotterschollen zeigen ahnliche Anfarbungen wie im 
Stadium III. Mit Sudanorange ist eine orangerote Farbung zu erzielen, 
Smith-Dietrich- und Romieu-Methode ergeben positive Resul- 
tate, so da wir auf die Anwesenheit von Lipoiden (i. e. S.) schlieBen 
kénnen. Mit Nilblausulfat sind die Dottersubstanzen blau gefarbt. Bei 
stirkerer Differenzierung (s. S. 18) trat schwache Rosadiffusfarbung ein, 
die auf die Anwesenheit von Triglyceriden hindeutet. 

Dieselben Ergebnisse erzielte ich an den Dottersubstanzen, wenn die 
einzelnen Dotterschollen aufgelést waren. 

Die vielen Fetttropfen, die im Maranenei auftreten, sind zum gréferen 
Teil Lipoidtropfen (positiv mit Smith-Dietrich und Romieu), zum 
geringeren Teil Neutralfetttropfen (Rosafarbung mit Nilblausulfat). 

Mit den Kernfarbstoffen hoffte ich, dem Problem der Richtungs- 
kérperbildung bei Teleosteern etwas naher zu kommen. Es ergab sich, daf 
im unbefruchteten Marianenei keine Bildung von einem Richtungskérper- 
chen beobachtet werden kann. Ich werde bei der Besprechung des befruch- 
teten Eies darauf zuriickkommen (s. S. 26). 

Die Anfarbung des Grundplasmas, also der Rindenschicht und der Keim- 
scheibenanlage, war nach Zenker- und Carnoy-Fixierung mit den 
verwendeten Kernfarbstoffen ebenso schwach wie im Stadium III. Die bei 
den jungen Oocyten so auffallige Basophilie ist also weitgehend verloren- 
gegangen. Die Dotterschollen sind nur mit Gallein stark farbbar. Mit dem- 
selben Farbstoff ist auch die machtige Kortikalschicht ausgesprochen kraftig 
angefarbt. 

Der Kern zeigt, solange er noch nicht aufgelést ist, mit allen Kernfarb- 
stoffen stark farbbare Nucleolen. Sie liegten z. T. randstandig (s. Abb. 9), 
z. T. aber auch zentral. Die Kernmembran weist nur noch schwache Aus- 
buchtungen auf. Wahrscheinlich beruht dies darauf, da der Kern im 
Stadium IV durch Quellung sein Volumen vergréfert, die Kernmembran 
aber an Umfang nicht zunimmt. 

Nach der Auflésung der Kernmembran verlieren die Nucleolen an Farb- 
barkeit und sind dann nur noch schwer im nahezu gleichgefarbten, fein- 
granulierten Plasma zu finden. Spindelfiguren zur ersten Richtungskérper- 
bildung konnte ich nicht beobachten. 

Mit den iibrigen Nachweisen erzielte ich Ergebnisse, die im wesentlichen 
nichts Neues erbrachten. Die Dotterschollen und auch der fusionierte Dotter 
verhalten sich wie die Dotterschollen des Stadiums III, so da wir auf das 
Vorhandensein von Phosphoproteiden neben den Lipoiden (i. e. S.) schlieBen 
miissen (s. S. 18 und 19). 

Beim befruchteten Forellenei zeigen nach S p e k (1943) die ganze Dotter- 
masse und die Dotierschollen unterhalb des Keimplasmas starke Irisblau- 
reaktion. Das gleiche konnte Krammer (1950) fiir diese Abschnitte nach- 
weisen. Da nur die freien Phosphatide in der lebenden Zelle die starke rote 
Fluoreszenz zeigen, miissen diese Areale des Eies viele freie Phosphatide 
enthalten. Ob daneben noch Lipoproteide, in denen das Lecithin symplex- 
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artig mit den Eiweiffen verbunden ist, vorkommen, konnte nicht entschieden 
werden. 

Die mitgeteilten Befunde stimmen recht gut iiberein mit den von S pek 
(1943) mit Vitalfarbung erhaltenen Ergebnissen. Mit Irisblau angefarbte 
Forelleneier zeigen gar kein rotes Fluoreszenzlicht im Keimplasma und in 
den Blastomeren. Diese sind also zuerst ganz frei von reinen Phosphatiden. 
Daf auch keine rein lipophilen Substanzen in ihm vorhanden sind, zeigt 
am besten die Echtneublaufarbung. Echtneublaufairbung miifte rein lipo- 
phile Substanzen (wie Xylol) gelblichrosa farben und ein orangefarbiges 
Fluoreszenzlicht zeigen. Nichts davon tritt ein. Echtneublau farbt die 
Blastomeren tie f blau. Dieser Farbton entsteht dadurch, da8 die an der 
oberen Grenze von Griin gelegene Absorptionsbande des Farbsalzes sich 
durch die Adsorption an den Eiweifkérpern nach dem langwelligen Teil 
des Spektrums in Gelb verschiebt. Dadurch muf der schmutzigrote Farbton 
der Farbsalzlésung in Blau iibergehen. Diese Fragen spielten eine Rolle bei 
einer Diskussion zwischen Spek und Drawert (Jena 1942), bei der 
Drawert behauptet hatte, daf der alkalische Farbton des Keimplasmas 
und der Blastomeren nur durch starke Léslichkeit der Farbbase in einer 
lipophilen Substanz vorgetiauscht sei. Eine solche lipophile Substanz exi- 
stiert aber in den Blastomeren gar nicht, und dafi die alkalische Reaktion 
auch nicht durch einen metachromatischen Farbumschlag vorgetiauscht ist, 
geht daraus hervor, daf der Farbumschlag auch bei Mikroinjektion von den 
nicht metachromatischen Indikatoren von Clark und Lubbs erhalten 
wird. S pek (1933) konnte an den aus ihrer Befruchtungsmembran heraus- 
geldésten Eiern von Squalius cephalus eine ganze Serie von Mikroinjektionen 
von Phenolrot entlang der Eiachse vom Keimplasma bis in die klare Dotter- 
zone an einer Eizelle ausfiihren. Im Keimplasma farbt sich der Indikator 
entsprechend der bipolaren Differenzierung tiefrosa, in der Zwischenzone 
mit den vielen Tropfen siegelrot und in der vegetativen Halfte des Eies 
zitronengelb. Damit brach auch der von Lison erhobene Einwand, da 
der alkalische Farbton der verwendeten basischen Farbstoffe durch meta- 
chromatische Farbumsdchlage vorgetauscht sein kann, zusammen. 

Vom Hecht gelangten aus den oben erwahnten Griinden (s. S. 4) nur 
die befruchtungsfahigen Eier zur Untersuchung. Die Kernmembran ist schon 
aufgelést, und das Ei erscheint klar durchsichtig. Im wesentlichen entspre- 
chen die Ergebnisse den Befunden an den befruchtungsfahigen Maranen- 
eiern, nur da bei den Hechteiern die Keimscheibenanlage noch nicht so 
deutlich ausgepragt ist — offensichtlich nur ein quantitativer Unterschied — 
und im befruchtungsfahigen Hechtei keine grofen Fetttropfen auftreten. 
Die Fettsubstanzen sind noch emulsoid im Dotter verteilt und verschmelzen 
erst nach der Befruchtung zu gréReren Tropfen, die dann unter die Keim- 
scheibe wandern und den ,,disque huileux* bilden. 


Untersuchungen am befruchteten Ei 


Nach Ablage des Eies ins Wasser und nach dem Eindringen des Sperma- 
tozoons in das Ei wird die bipolare Differenzierung ganz enorm verstiarkt. 
Die Keimscheibenanlage nimmt durch weiteres Zuwandern von Grund- 
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plasma, vor allem aus der Rindenschicht, wesentlich an Dicke zu. Gleich- 
zeitig zieht sie sich von der Dotterkugel auf einen kleineren Raum zuriick, 
so da am Ende des Befruchtungsvorganges die Keimscheibe in Form einer 
bikonvexen Linse in einer Mulde des Dotters liegt; ihr oberer Rand erhebt 
sich aber bedeutend iiber die Oberfliaiche des Dotters. Die Neutralfett- und 
Lipoidtropfen wandern mit dem Plasma in Richtung Keimscheibe und bil- 
den unter ihr den ,disque huileux* Lereboullets. Bei den.Maranen 
treten dabei die an sich schon grofen Tropfen zu noch gréReren zusammen. 
Beim Hecht, bei dem die bipolare Differenzierung im Stadium IV noch nicht 
so stark ausgepragt ist, wird durch das Abwandern des Plasmas in die 
Keimscheibe zunachst die Fetttropfenemulsion zerstért, und erst dann ent- 
steht aus den sich zusammenlagernden Fetttropfen der ,,disque huileux“. 

Neben dieser enormen Verstarkung der bipolaren Differenzierung wird 
aber noch ein anderer auffallender Vorgang, naimlich die Abhebung 
der Befruchtungsmembran, durch die Besamung ausgelést. Die 
Befruchtungsmembran besteht bei den Teleosteern, wie Spek (1933) be- 
sonders hervorhob, nicht nur aus der primaren Oocytenmembran, sondern 
aus dieser und der radiarstreifigen Kortikalschicht. Das Abheben der 
Befruchtungsmembran kommt nach Spek (1933) dadurch zustande, daf 
das Ei nach dem Austreten ins Wasser eine betriachiliche Steigerung 
der schon im Stadium IV zu beobachtenden Hydratation erfahrt. Die 
periphere Zone verquillt sehr stark, ihr Plasma zieht sich zu Tropfen zu- 
sammen, und es entstehen wafrige Lakunen unter der Kortikalschicht, die 
zusammenflieRen und so den perivitellinen Saftraum bilden. Bei den mei- 
sten Fischarten wird dieser Raum durch extreme Verquellung der Kolloide 
des perivitellinen Saftraumes noch erheblich vergréRert. 

Ich habe bisher nur von den Vorgangen bei der Besamung gesprochen, 
die sich auf das Verhalten des Plasmas und des Dotters beziehen. Eine ent- 
scheidende Frage ist aber noch zu beantworten. Wie verhalt sich der Kern 
der Eizelle, und welche Vorginge spielen sich ab, bis die Befruchtung ein- 
tritt, d. h. die Verschmelzung des weiblichen und des mannlichen Vorkerns? 

Voraussetzung fiir die Befruchtung sind die beiden Reifeteilungen. 
Normalerweise wird bei den Wirbeltieren im unbefruchteten Ei der erste 
Richtungskérper abgeschniirt, also die erste Reifeteilung vollzogen. Zur Zeit 
der Ausbildung der zweiten Richtungsspindel dringt das Spermatozoon ein. 
Bei den Teleosteern liegen die Verhaltnisse nicht so klar. Die Arbeiten, die 
sich mit der Richtungskérperbildung in den Teleosteereiern beschaftigen, 
weichen in vielen Punkten voneinander ab. Nach Hoffmann (1881), 
Agassiz und Whitman (1885) und anderen geben vor allem BOhm 
(1891) und Behrens (1898) einigermafen iibersichtliche Schilderungen der 
Richtungskérperbildung. Bi hm (1891) konnte am Forellenei nachweisen, 
daf der erste Richtungskérper 1 Stunde und der zweite 1 Stunde und 
20 Minuten nach der Besamung abgesdchniirt wird. Behrens (1898) 
fand in den vielen von ihm untersuchten Forelleneiern vor der Besamung 
bis 2 Minuten nach derselben niemals einen abgeschniirten Richtungskérper. 
Er nimmt an, dafi die in diesem Stadium auftretende Spindel die erste 
Richtungsspindel ist. Die Abschniirung des ersten Richtungskérpers konnte 
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er nicht beobachten. Die Bildung des zweiten Richtungsk6érpers findet nach 
ihm 1 Stunde und 45 Minuten nach der Besamung statt. S p e k (1933) konnte 
interessante Feststellungen am Squalius-Ei machen. Bei diesem Ei, bei dem 
sich die Befruchtungsmembran sehr weit abhebt, liegt stets nur ein 
Richtungskérper dem Eikérper an, also unter der Befruchtungs- 
membran. S pe k hilt es fiir wahrscheinlich, daf der erste Richtungskérper 
noch im Ovar nach aufen abgegeben wird. Es besteht die Méglichkeit, daf 
bei den verschiedenen Fischarten Differenzen hinsichtlich der Richtungs- 
koérperbildung vorliegen. 

Meine Untersuchungen iiber diesen so wichtigen Punkt fiihrten an 
Maraneneiern bisher leider nicht zu befriedigenden Ergebnissen. In den 
Ovarialeiern (vgl. Stadium IV) und in den Eiern bis zu 2 Stunden nach der 
Besamung konnie ich keinen Richtungskérper beobachten. Méglicherweise 
erscheinen die Richtungskérper bei den Marinen noch spiater. Es muf aber 
noch weit mehr Material untersucht ‘werden, bevor wir dariiber Endgiiltiges 
aussagen kénnen. 


Das histologische Bild, das wir von dem Ei nach dem Austritt ins Was- 
ser und nach der Besamung erhalten, entspricht in vielen Punkten dem des 
befruchtungsfahigen Ovarialeies. Nur ist die Sonderung der Substanzen 
durch die eben geschilderten Vorgange sehr viel ausgepragter. Mit den 
Neutralfeti- und Lipoidfarbemethoden erzielte ich bei Maranen- und Hecht- 
eiern folgende Ergebnisse: 

Die Keimscheibe und die Rindenschicht sind mit allen verwendeten 
Lipidfarbstoffen nicht farbbar, enthalten also keine unmaskierten Lipide 
(vgl. S. 24). Unter der Keimscheibe liegt die Masse der Fetttropfen, die mit 
Sudanorange leuchtend orangerote Anfarbung ergeben. Die gréfere Zahl 
dieser Tropfen besteht aus Lipoiden (i. e. S.). Sie sind mit Smith- 
Dietrich schwarzblau und mit dem Lecithin-Nachweis nach Romieu 
mahagonirot gefarbt. Eine Reihe von Tropfen, die vor allem in der Peri- 
pherie des ,,disque huileux* liegen, erweisen sich als Neutralfettspeicher, 
da sie mit Nilblausulfat Rosafarbung zeigen. 

Der homogene Dotter ist mit Sudanorange schwach farbbar. Der 
Smith-Dietrich-Nachweis und die jodophile Reaktion nach Ro- 
mieu verlaufen positiv, deuten also auf die Anwesenheit von Lipoiden 
(i. e. S.) hin. Nilblausulfat farbt die gesamte Dotterzone blau, nach stiarke- 
rer Differenzierung ist wie im Stadium III eine schwache Rosafarbung fest- 
zustellen. 

Mit den Kernfarbstof fen erzielte ich Anfarbungen, die im wesent- 
lichen mit denen am befruchtungsfahigen Ei iibereinstimmen. Hamalaun, 
Methylgriin und Gallocyanin tingieren in Paraffinschnitten die Keimscheibe 
und die Rindenschicht nur schwach. Der Dotter bleibt fast ungefarbt. 
Gallein farbt die Dotterschollen und in noch starkerem Mafe die Befruch- 
tungsmembran an. Die formolfixierten Gefrierschnitte verhalten sich auch 
in diesem Stadium anders. Mit Hamalaun z. B. ist die Dottersubstanz 
blauviolett, die Keimscheibe und die Rindenschicht blau gefarbt. Irgend- 
welche besondere Differenzierungen zeigen sich nicht. Eine Erklarung fiir 
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das unterschiedliche Verhalten in der Farbbarkeit bei Paraffin- und Gefrier- 
schnitten gab ich schon bei der Besprechung des Stadiums III (s. S. 32). 

Die iibrigen Ergebnisse entsprechen dem Befund im Stadium IV, so da 
ich auf ihre Beschreibung verzichten kann. 

Zum Abschlu& miéchte ich noch auf einige Befunde eingehen, die die 
Verteilung der Lipide in den friihen Entwicklungs- 
stadiendes Hechtes zeigen. Die Untersuchungen iiber das Verhalten 
der Lipide werden auferordentlich erschwert durch die sehr schlechte 
Schnittfahigkeit des Eies mit dem Gefriermikrotom. Vor allem die Dis- 
krepanz in der Harte des Dotters und des Keimplasmas macht sich sehr 
stérend bemerkbar. Ein Herauslésen der Dottersubstanzen, wie es von 
Virchow-Kopsch u. a. beschrieben wird, kommt fiir unsere Unter- 
suchungen nicht in Frage, da mit dem Dotter auch die vielen Fetttropfen 
entfernt wiirden und dadurch eine Aussage iiber das Verhalten der Feit- 
substanzen nicht mehr méglich ist. 

EinigermaRen brauchbare Gefrierschnitte erhielt ich noch am ehesten 
von den friihen Entwicklungsstadien bis etwa zur Blastula. Wenn ca. 
8—10 Stunden nach der Besamung die ersten Furchungsteilungen einsetzen, 
liegen die vielen Fetttropfen teils in den untersten Partien des Keim- 
plasmas, teils im Dotter. Im 16-Zellen-Stadium ist der Keim noch einschich- 
tig. Samtliche Zellen stehen hier noch miteinander und mit der Rinden- 
schicht in Verbindung, da die Furchen nicht durch die ganze Keimscheibe 
hindurchgehen. Erst bei den weiteren Teilungen furchen sich die meisten 
Blastomeren ganzlich ab. 

Beim Hecht bleibt der Teil des Keimplasmas, der dem Dotter direkt auf- 
liegt, ungefurcht. In diesem Teil liegen Neutralfett- und Lipoidtropfen. Am 
Rande der Keimscheibe verdickt sich dieser ungefurchte Rest des Bildungs- 
plasmas zu dem sogenannten Keimwall, der kontinuierlich in die Rinden- 
schicht iibergeht. Der Keimwall ist syncytial mit den iiber ihm liegenden 
Blastomeren verbunden. Bei der Teilung dieser Blastomeren gehen laufend 
Kerne in den ungefurchten Teil iiber (sogenannte Periblastkerne). Der in 
diesem Stadium noch ungefurchte Teil des Bildungsplasmas stellt den Peri- 
blast dar. Bei unseren Untersuchungen mit den Fettfarbemethoden konnten 
wir im Periblast neben einigen Neutralfetttropfen eine Menge kleiner 
Lipoidtropfen feststellen, in einigen dem Keimwall anliegenden 
Blastomeren erzielten wir positive Lipoidreaktionen 
(Smith+Dietrich, Romieu). Wir kénnen allerdings nicht entschei- 
den, wie diese Lipoide in die Blastomeren hineingelangt sind. Dazu reichte 
die Schnittechnik nicht aus. Es liegt der Gedanke nahe, daf die Lipoide des 
Periblasten bei der Abfurchung in die Blastomeren gelangen. 

Leider war es nicht méglich, das Phainomen zu deuten, auf welches 
Spek (1943) aufmerksam wurde. wie namlich die Lipoide in die Medullar- 
platte hineingelangen. Er beobachtete, da&® der Keim vor der Medullar- 
plattenbildung fast vollkommen frei von ungebundenen Lipoiden ist, dann 
aber bei der Medullarplattenbildung in der Medullarplatte eine Menge von 
Lipoiden enthalt, die sich bei der Ausbildung des Neuralrohres noch weiter 
vermehren. Sein Schiller Krammer (1950) hatte am Hecht festgestellt, 
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da bei beginnender Gastrulation in der dorsalen Urmundlippe die Lipoide 
stark angereichert sind. Da vorher nur im Randwulst Lipoide anzutreffen 
sind, mu eine Diffusion der Lipoide zur Einstiilpungsstelle hin angenom- 
men werden. Bei der Umbildung der dorsalen Urmundlippe zum Rand- 
knopf sind dann erstmalig auch in der Medullarplatie Lipoide zu finden. 
Ob die Lipoide vom Urdarmdach in das dariiberliegende Ektoderm in der 
Art von Organisatorsubstanzen, vielleicht sogar als Trager derselben, hin- 
eindiffundieren, oder ob die Lipoide des Randwulstes bei dem einsetzenden 
Langenwachstum nur auf die von ihm gebildeten Ektodermzellen verteilt 
werden, so da dadurch die Lipoide in die Medullarplatte hineingelangen, 
konnte Krammer nicht entscheiden. Wir wollen versuchen, dieses Pro- 
blem in einer spateren Arbeit mit modernen Lipoidnachweisen und mit ver- 
besserter Schnittechnik zu kliaren. 


Diskussion der Ergebnisse 


Wie ich in der Einleitung schon ausfiihrie, war ein Hauptziel meiner 
Untersuchungen, das Auftreten und die Verteilung der Lipide 
wihrend der Oogenese und der bipolaren Differenzierung bei SiiRwasser- 
Teleosteern zu klaren. In der Literatur finden wir nur einige wenige Arbei- 
ten, die sich mit diesem Problem befassen. Konopacka (1935, 1937) 
untersuchte in der Hauptsache die Lipidverteilung in den Oocyten mariner 
Teleosteer. Sie kam zu dem Ergebnis, daf junge Oocyten zuniachst keine 
auffallenden Fettsubstanzen besitzen. Im Laufe des Wachsens der Oocyten 
treten zuerst .,glycérides* — gemeint sind Triglyceride, also Neutralfette — 
auf, die sich dann spater nach dem Erscheinen von Eiweiffschollen mit die- 
sen Kiweiffen zu ,phosphoprotéides* — sie versteht darunter wohl Lipo- 
proteide — verbinden. Im Moment des Zusammentretens von Eiweifen und 
Triglyceriden sollen Phosphatide, d. h. Lipoide im eigentlichen Sinne, ent- 
stehen. Die letzten Stadien vor der Befruchtung wurden von ihr nicht 
untersucht. 


Meine Befunde ergaben ein ganzlich anderes Bild. Als erste Lipid- 
komponente traten bei den von mir untersuchten SiiB- 
wasser-Teleosteern immer Lipoide (i. e. S.) auf, und zwar 
in jungen Oocyten, die noch keine gréberen Einlagerungen zeigen. Dies 
hatte schon S pek (1941) an lebenden Leuciscus-Oocyten mit der Irisblau- 
methode (s. S. 3) gefunden. Es miissen also, wie auch Konopacka 
betonte, bedeutende Unterschiede in der Dotterbildung bei marinen und 
SiiBwasser-Teleosteern bestehen. 


Die Lipoide liegen diffus im Plasma verteilt. Wahrend der Ausbildung 
der Rindenvakuolen erfahren sie keine feststellbaren Veranderungen. Erst 
wenn im Stadium III im Plasma die Dotterschollen entstehen, setzt auch 
eine Vermehrung der Lipoide ein. Sie sind jetzt nicht nur im Grundplasma, 
sondern in noch stirkerem Mafe in den Dotterschollen nachzuweisen. Ein 
Ubergang von Lipoiden in eventuell vorher gebildete reine Eiweifdotter- 
schollen war niemals zu beobachten. Die ersten entstehenden Dotterschollen 
zeigen vielmehr sofort positive Phosphoproteidreaktion, womit Eiweife mit 
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der prosthetischen Gruppe Phosphorséure gemeint sind, und Lipoidreak- 
tion. Reine Lipoid- oder Neutralfetttropfen findet man im Stadium IIT 
weder bei Leuciscus noch bei Cyprinus. 

Auch bei stairkster Ausbildung der Dotterschollenschicht, also am Ende 
des Stadiums III, sind immer noch Lipoide im Grundplasma nachzuweisen. 
Neben diesen Lipoiden werden in diesem Stadium auch Neutralfetie gebil- 
det. Sie sind in den Dotterschollen lokalisiert. Diese verhaltnismaBig reak- 
tionstragen und energiereichen Substanzen stellen die letzten Lipidbildun- 
gen im Laufe des Dotterwachstums dar. Im Stadium IV und spater im 
befruchteten Ei kann man nur noch Verlagerungen der einzelnen Fettsub- 
stanzen beobachten. Wie unsere Ergebnisse am Hecht (Esox lucius) und an 
der Marine (Coregonus albula lucinensis) zeigen, bestehen hinsichtlich die- 
ser Verlagerungen bei den einzelnen Teleosteerarten gewisse Unterschiede. 
Ubereinstimmend verhalt sich das Grundplasma, das im Stadium IV keine 
positiven Reaktionen mehr auf Fettsubstanzen ergibt. 

Beim Hecht sind die Lipide zunachst vollkommen homogen im Dotter 
verteilt. Erst am Ende des Stadiums IV bilden sich kleine Lipoidtropfen 
unter der Keimscheibenanlage aus. Nach der Besamung entstehen weitere 
in der Dottermasse, die dann miteinander zu gréReren zusammenflieBen 
und sich in typischer Weise in dem sogenannten ,,disque huileux” unter der 
Keimscheibe anordnen. Dazu kommen dann noch aus der Dottermasse gré- 
Bere Neutralfetttropfen. Trotz dieser Abgabe von Lipiden an den .disque 
huileux* behalt der Dotter seine stark positive Lipoidreaktion bei. 

Bei der Marane sieht das Bild insofern anders aus, als hier schon im 
Stadium III Neutralfett- und Lipoidtropfen entstehen, die dann, nachdem 
sie an GréRe zugenommen haben, in auffialliger Weise die beginnende bi- 
polare Differenzierung im Stadium IV mitmachen. Die Vorginge im be- 
fruchteten Ei entsprechen denen beim Hecht. 

Als Ergebnis der bipolaren Differenzierung kénnen wir folgende Lipid- 
verteilung konstatieren: In dem ,,disque huileux~ liegen Lipoide und Neu- 
tralfette in Tropfenform vor, im Dotter sind Lipoide diffus verteilt vor- 
handen, die Keimscheibe sowie die Rindenschicht dagegen enthalten keiner- 
lei Lipide. 

Dieses Ergebnis stimmt sehr gut mit den Untersuchungen Krammers 
(1950, unver6ff.) iiberein. Mit der lrisblaumethode S peks (s. S. 3) konnte 
er am lebenden Hechtei gleiche Verhiltnisse feststellen. Auch meine Befunde 
an den ersten Entwicklungsstadien des Hechtes bestitigen die Ergebnisse 
Krammers. Der wohl wesentlichste Befund ist die positive Lipoidreak- 
tion in den dem Keimwall anliegenden Blastomeren, da er uns den Weg 
zeigt, wie die Lipoide in die Keimscheibe gelangen kénnen. Die grofen 
Schwierigkeiten, die sich bei der Schnittechnik ergeben haben, beweisen, 
welche Vorteile die Anwendung der Irisblaumethode nach S pek fiir die 
Lipoiduntersuchungen am lebenden Objekt bieten. Einmal entfallen die bei 
der Schnittmethode eventuell auftretenden Fixierungsartefakte, zum ande- 
ren ist die Methode wesentlich einfacher. 


Ein weiterer Schwerpunkt meiner Arbeit lag in den Untersuchun- 
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gen mit Kernfarbstoffen. Wir konnten von vornherein erwarten, 
da sich ahnliche Bilder ergeben wiirden, wie sie schon von vielen Autoren 
fiir Oocyten mit starker Dotterbildung beschrieben worden sind. 

Koch (1925), Bauer (1931), Ries (1932) u. a. fanden in solchen 
Oocyten vor allem farberische Umstimmungen des Kerns, d. h. der ur- 
spriinglich stark basophile Kern wird oxyphil. AuRerdem beobachteten sie 
auffallige Vermehrung der Nucleolarsubstanz und damit zusammenhin- 
gend entweder starke Oberflaichenentfaltung der Kernmembran oder sogar 
Austreten von Nuclearsubstanz durch die Kernmembran hindurch in das 
Plasma der Eizelle (sogenannte Chromidien nach Ries). Die Feulgen- 
sche Reaktion auf Thymonucleinsaure fallt nur noch schwach positiv aus. 
Auch das Plasma der Eizelle verhalt sich vor allem zu Beginn der Dotter- 
bildung stark basophil. 

Caspersson (1936—1941) gab fiir dies auffallige Verhalten der Ei- 
zellen zum erstenmal eine mikrochemisch begriindete Erklarung. Er konnte 
mit Hilfe seiner neuen Untersuchungsmethodik (Messung von UV-Absorp- 
tionsspektren) einwandfrei feststellen, da die Eizelle sowie die meisten 
Embryonalzellen Vertreter eines Zelltyps sind, der durch Hyperfunktion 
des Heterochromatin-Nucleolensystems ausgezeichnet ist. Die in diesen Zel- 
len reichlich auftretenden Cytoplasma-Nucleotide sollen eine spezielle 
Funktion bei der Produktion von Eiweifstoffen im Protoplasma haben. 

In der Folgezeit sind eine groRe Anzahl von Arbeiten iiber das Verhalten 
der Ribonucleinsiure (RNS) und der Desoxyribonucleinsaiure (DNS) wih- 
rend der Oogenese der verschiedensten Tiere erschienen. Es wiirde im Rah- 
men dieser Arbeit zu weit fiihren, auf alle diese Arbeiten einzugehen. 
Brachet (1952), der die Methylgriin-Pyronin-Methode zu einem Nachweis 
fiir RNS und DNS ausbaute (Ribonuclease) und makgeblich auf diesem 
Gebiet gearbeitet hat, gibt einen Uberblick iiber die diesbeziiglichen neueren 
Arbeiten. 

Uberall wird iibereinstimmend die starke Zunahme von RNS im Plasma 
der jungen Oocyten beschrieben. Wahrend der Dotterbildung nimmt der 
Gehalt an RNS allmahlich ab. Die Nucleolen sind stark pyroninophil. Die 


Feulgen- Reaktion fallt beim Kern der wachsenden Oocyten nur schwach 


positiv aus. 

Eine Arbeit von Chaudhry (1951) beschaftigt sich mit dem Verhalten 
der Nucleolen in den Oocytenkernen von marinen Teleosteern. Er konnte 
das Austreten von Nucleolen in das Plasma wahrscheinlich machen. 

Vergleiche ich nun meine Ergebnisse mit diesen Befunden, so ergeben sich 
viele Ubereinstimmungen. Die jungen Oocyten des Stadiums I — die Uber- 
ginge von Oogonien zu Oocyten wurden nicht eingehend untersucht — zei- 
gen einen groBen blasenférmigen Kern mit sehr vielen basophilen Nucleo- 
len. Der iibrige Kerninhalt verhalt sich acidophil. Irgendwelche 
Feulgen-positive Substanzen lassen sich nicht nach- 
weisen. Das Plasma ist stark basophil. Daraus kann man 
schlieBen, da® in den Nucleolen und im Plasma eine groRe Menge von Ribo- 
nucleotiden vorliegen. Ich nehme nach Cas persson an, daB diese vielen 
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Ribonucleotide mafgeblich an der enormen Eiweifdottersynthese beteiligt 
sind, die im Laufe des Wachstums der Oocyte erfolgt. 


Erstaunlich ist, da® man im Kern keinerlei Spur von F e ul gen - posi- 
tiven Elementen feststellen kann. Nach Feul gen sind in grofen blasen- 
formigen Kernen — und um solche handel es sich ja hier — die Nucleal- 
stoffe so sehr verteilt, da es zu keiner Anfarbung kommt. H. Bauer (1931) 
nimmt eine chemische Veranderung der Chromosomensubstanz an. Ich halte 
das erstere fiir wahrscheinlicher. 

Verfolgen wir nun das Verhalten des Kerns und des Plasmas bei der 
Dotterbildung, so kénnen wir allmahlich eine Abnahme in der Baso- 
philie des Plasmas feststellen. Diese Abnahme kann bei Gefrier- 
schnitten u. U. verdeckt werden (s. S. 32). Die Basophilie durch Ribonucleo- 
tide muff in jedem Falle in Zenker - Paraffinschnitten erkennbar sein, so 
daft ich in diesem Zusammenhang nur von den Ergebnissen an Paraffin- 
schnitten berichten will. Wahrend die Basophilie des Plasmas also langsam 
abnimmt, verandert der Kern seine Reaktion mit den Kernfarbstoffen nicht. 
Die Kernmembran bildet kleine Zotten, in die die vielen Nucleolen hinein- 
wandern. Wir deuten diese typischen ,,Arbeitsstrukturen* des Kerns als ein 
Zeichen fiir die groRe Aktivitat, die der Kern wahrend der Dotterbildung 
entfaltet (vgl. z. B. Ries, 1932). Die Oocyte zeigt diese Verhaltnisse im 
Stadium II wahrend der Bildung der Rindenvakuolen und noch starker 
spater auf dem Héhepunkt der Dotterbildung im Stadium III. 

Hierbei ist noch zu erwahnen, da der Kern nicht im gleichen Mafe wie 
die Oocyte an Umfang zunimmt (s. Tab. 2). Doch brauchi sich hierbei die 
Kern-Plasma-Relation nicht erheblich zu verandern. Wir miissen bedenken, 
da die GréRenzunahme der Oocyte im wesentlichen auf den umfang- 
reichen Dotterbildungen beruht. Das Plasma vermehrt sich bei weitem nicht 
so stark. 

Wenn die Oocyte in das Stadium IV eintritt, beginnt zunachst der Kern 
an die Peripherie zu wandern. Dabei wird die Kernmembran wieder nahezu 
glatt, wahrscheinlich weil eine weitere Quellung des Kerninhalts erfolgt. 
Die Nucleolen sind stark basophil. Nach der Wanderung des Grundplasmas 
an den Richtungskérperpol zur Bildung der Keimscheibenanlage im Laufe 
der beginnenden bipolaren Differenzierung platzt die Kernmembran, und 
der Kerninhalt tritt ins Plasma iiber. Dabei verlieren die Nucleolen so stark 
an Farbbarkeit. da sie nur noch undeutlich im ebenso schwach basophilen 
Plasma zu erkennen sind. Auf welche Weise nun aus dem Material des auf- 
gelésten Kerns wieder die F eul gen - positiven Chromosomen entstehen 
und wie dann die Richtungskérperbildung erfolgt. konnte ich an den 
Marineneiern leider nicht feststellen. Uber diesen Punkt miissen Nachunter- 
suchungen am dafiir geeigneten Maranenei ausgefiihrt werden. Wir halien 
diesen Punkt deshalb fiir so wichtig, weil die beiden Reifeteilungen viel- 
leicht am Zustandekommen der bipolaren Differenzierung beteiligt sind. 
Einmal kann die erste Reifeteilung fiir die beginnende Differenzierung im 
unbefruchteten Ei, zum anderen die zweite Reifeteilung fiir die enorm ver- 
stirkte bipolare Sonderung im befruchteten Ei eine grofe Rolle spielen. 
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AuBerdem wiirde das Problem der Chromosomenkonstanz wahrend der 
Oogenese einer Klarung nahergebracht werden kénnen. Die Befunde der 
ailteren Autoren iiber die Reifeteilung bei Teleosteern haben wir schon an 
anderer Stelle besprochen (s. S. 25). 

Bei den Untersuchungen mit den Kernfarbstoffen habe ich schon mehr- 
fach auf den Unterschied in der Anfarbung der Oocyten bei formolfixierten 
Gefrierschnitten und Zenker-fixierten Paraffinschnitten hingewiesen. 
Ich nehme an, da dieses Verhalten durch das Auftreten von sau- 
ren Dottersubstanzen (Phosphoproteide) bedingt ist, die vielleicht 
ihren stark sauren Charakter durch die Zenker - Fixierung oder — was 
noch wahrscheinlicher ist — durch die Alkoholbehandlung verlieren (Ab- 
spaltung der prosthetischen Gruppe Phosphorsiure). Danach mii®ten also 
schon in jungen Oocyten (Stadium 1) geringe Mengen von Phosphoproteiden 
diffus verteilt vorhanden sein (vgl. Abb. 1 und 2). (Millons Reagens farbt 
die Oocyten schwach rot an.) Sie wiirden damit parallel zu den Lipoiden 
entstehen und auch ahnlich angeordnet sein. In den Oocyten des Stadiums III 
treten dann in den Dotterschollen wesentlich mehr Eiweife auf, die wieder 
in formolfixierten Gefrierschnitten, aber nicht in Zenker - fixierten 
Paraffinschnitten mit Kernfarbstoffen farbbar sind. Die Dotterschollen zei- 
gen auRerdem stark positive Reaktionen mit Millons Reagens. Wie bio- 
chemische Untersuchungen der Dottersubstanzen der Teleosteer (vor allem 
am Karpfen) ergeben haben, kommt in ihnen als eine Hauptkom- 
ponente das Ichthulin vor. Ichthulin gehért zu den Ovovitellinen, 
die eine Gruppe der Phosphoproteide darstellen. Unsere Anfarbungen fin- 
den damit eine Erklarung. 

Die Dotterschollen wiirden demnach neben den Lipoiden vor allem 
Ichthulin enthalten. Diese Verhaltnisse zeigten die von mir untersuchten 


Fischarten. Ich méchte betonen, da wir nicht ohne weiteres daraus allge- 
meingiiltige Regeln fiir die Dotterbildung bei allen Teleosteern aufstellen 
kénnen, ergab doch z. B. die Arbeit Kono packas (1937) fiir die Dotter- 
bildung einiger mariner Teleosteer z. T. andere Befunde. 


Im Stadium IV tritt keine chemische Veranderung der Dottersubstanzen 
auf. Bei der Marane und beim Hecht wird nur das morphologische Bild ver- 
aindert. Starke Hydratation (nach S pe k 1933) und das Entweichen des die 
einzelnen Dotterschollen trennenden Protoplasmas fiihren zu einer Fusion 
der Dotterschollen, die dann die typische homogene Dotterkugel des be- 
fruchteten Eies bildet. 

Als letzte Substanzgruppe miissen wir noch die Rindenvakuolen 
diskutieren. Sie werden im Stadium II gebildet und nehmen rasch an Zahl 
zu. so da sie bei der Plétze z. B. im Stadium II den Raum zwischen Kern 
und Oocytenmembran fast ganzlich anfiillen. Diese Rindenvakuolen sind 
nach meiner Meinung hauptsachlich fiir den Aufbau der radiirstreifigen 
Kortikalschicht bestimmt. Dafiir spricht einmal die Kortikalschichtbildung 
in dem Moment. wenn gegen Ende des Stadiums II die Auflésung der ersten 
Rindenvakuolen erfolgt, zum anderen die Galleinfarbung und die Rot- 
farbung mit Millons Reagens, die sowohl in den Rindenvakuolen als auch 
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in der Kortikalschicht positiv ausfallen. Uber die chemische Natur der 
Rindenvakuolen geben uns neben diesen beiden Anfarbungen die positive, 
speichelresistente Polysaccharidreaktion nach H. Bauer und die meta- 
chromatische Farbung mit Toluidinblau und polychromem Methylenblau 
Aufschlu&. Ich schlieRe daraus, daR vor allem Mucopolysaccharide 


in den Rindenvakuolen vorliegen. 


Verfolgen wir das Verhalten der Rindenvakuolen im Laufe der Oogenese, 
so kénnen wir feststellen, da im Stadium III die Rindenvakuolen in ver- 
haltnismafig diinner Lage unter der machtig herangewachsenen Kortikal- 
schicht liegen. Wenn dann im Stadium IV die Dotterbildung und das Wachs- 
tum der Kortikalschicht abgeschlossen sind, sind die Rindenvakuolen ver- 
schwunden. Ob vielleicht noch Reste von den Rindenvakuolen im befruch- 
tungsfahigen Ei im Grundplasma unter der Kortikalschicht liegen bleiben, 
die dann nach der Besamung bei der Bildung des perivitellinen Saftraumes 
beteiligt sind, konnte nicht entschieden werden. 


Vergleichen wir abschlieRend unsere Befunde mit den Ergebnissen 
Speks (1933), so kénnen wir trotz der véllig anderen Untersuchungs- 
methodik in vielen Punkten eine Ubereinstimmung erkennen. Die saure 
Reaktion des Plasmas in den jungen Oocyten (pH 5,8), die Spek durch 
Vitalfarbung und Mikroinjektionen von Clark -Lubs - Indikatoren fand, 
kénnte durch die gro&e Menge von Ribonucleinsaéure im Plasma hervor- 
gerufen werden. Das Auftreten der alkalischen Substanzen, das S pek so 
eindrucksvoll demonstrieren konnte, war mit unseren Methoden nicht nach- 
zuweisen. Die Beschreibung Speks von der Rindenvakuolenbildung in 
der Peripherie der Oocyte und die Entstehung der Kortikalschicht aus ihnen 
wurde durch unsere Untersuchungen bestatigt. Auch die weiteren Stadien 
der Dotterbildung verliefen so, wie S pe k es mit Hilfe der Vitalfarbungen 
beobachtet hatte. Zwischen Kern und Peripherie entstehen sehr viele saure 
Dottersubstanzen, die schlieBlich den Hauptteil der Oocyte anfiillen. Bis zu 
diesem Stadium zeigt die Oocyte streng konzentrischen Aufbau. 


Die bipolare Differenzierung, die im Ovarialei beginnt und im befruch- 
teten Ei vollendet wird, besteht nicht in einer Neubildung, sondern beruht 
auf einer Wanderung der vorhandenen Substanzen. Dabei ist fiir das Teleo- 
steer-Ei charakteristisch, da nach Abschlu& der Wanderung die Trennung 
in alkalische und saure Substanzen so stark ausgepragt ist, daR es nur noch 
zu einer diskoidalen Furchung kommen kann. Ahnlich weitgehende bipolare 
Differenzierung wurde von Spek (1934) an Cephalopoden-Eiern fest- 
gestellt. Die Anneliden-Eier (Spek 1930, 1934) und Prosobranchier-Eier 
(Spek 1934) zeigen nicht dieselbe scharfe Trennung von alkalischen und 
sauren Kolloiden, so da& man bei diesen Formen auch im befruchteten Ei 
noch alle Uberginge zwischen stark alkalischer Reaktion am animalen Pol 
und stark saurer am vegetativen Pol nachweisen kann. Diese Eier furchen 
sich total. Eine bipolare Differenzierung im Sinne Speks fanden Ries 
und Gersch (1936) auch bei dem Opisthobranchier Aplysia. Das Ei ver- 
halt sich wie die zuletzt geschilderten. 

Protoplasma, Bd. XLVII/1—2 
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Meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Professor Dr. Josef S p ek, méchte 
ich meinen besonderen Dank aussprechen fiir seine wertvollen Anregungen 
und Ratschlige sowie das rege Interesse, das er meiner Arbeit jederzeit 
entgegenbrachte. 
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Bild 1. Oocyte im Stadium | von Cyprinus carpio. Formol. Gefrierschnitt. Nilblau- 
sulfat (L. Smith). Obj. 40. Ok. 7. 
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Bild 2. Oocyte im Stadium II von Leuciscus rutilus. Formol, Gefrierschnitt. 
Hamalaun. Obj. 8, Ok. 10. 


Bild 3. Oocyte im Stadium III von Leuciscus rutilus. Formol, Gefrierschnitt. 
Sudanorange. Obj. 3. Ok. 6.3. proj. 
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1. Die Kriterien der Fallungsmetachromasie 


Im Rahmen einer Versuchsserie entdeckten Spek und Gillissen, 
da die Membranen der Amoeba proteus aus einer chromotropen Substanz 
bestehen (S pe k 1943). Wenn man namlich die in einem hangenden Trop- 
fen auf dem Deckglas einer feuchten Kammer ausgebreiteten Amoében durch 
eine Mikropipette mit einem basischen Farbstoff, z. B. Toluidinblau oder 
Nilblausulfat, anpustet, tritt eine lokale, intensiv metachromatische An- 
farbung auf. Mit einer ganzen Anzahl von bekannten metachromatischen 
Farbstoffen (siehe Tabelle bei Spek 1943) wurde dieses Phainomen iiber- 
priift und immer ein metachromatischer Farbeffekt erhalten. Die meisten 
verwendeten basischen Farbstoffe sind Indikatoren. Farbt man die Amében 
z. B. mit Nilblausulfat A an, so erhalt man eine rotviolett gefarbte Mem- 
bran. Der Umschlagspunkt wird von einigen Autoren um pH 10 angegeben, 
liegt jedenfalls sicher iiber pH 8. Basische Substanzen von solchem pH sind 
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aber in Amoében noch nie nachgewiesen worden (Spek u. Chambers 
1933). Chromotrope Substanzen lassen sich nach Spek auch leicht im 
Dunkelfeld analysieren. Ein Komplex von chromotroper Substanz und 
Neutralrot bzw. Janusgriin erzeugt im Ultramikroskop ein griines oder 
rotes Streulicht. Die Membranen der Amoében zeigen diese typischen Leucht- 
erscheinungen. Ebenso bleibt ein solcher Komplex in einer feuchten Kam- 
mer beim Durchleiten von Kohlensaiure erhalten, waihrend mit Indikatoren 
im Farbton der Base gefarbte Gewebe in der Regel sehr rasch nach der 
Behandlung mit Kohlensaéure einen Farbumschlag nach der sauren Seite 
zeigen, da Kohlensaéiure im Gegensatz zu Mineralsauren leicht an gefarbte 
Kolloide herantritt. Gegeniiber Mineralsauren sind auch nicht alle Komplexe 
bestandig (s. S. 56). Ferner sind zur Bildung dieser metachromatischen 
Komplexe im Tierexperiment sehr starke Farbstoffkonzentraiionen not- 
wendig, die zwischen 0,2 und 0,5% liegen. Blasse metachromatische Anfiar- 
bungen werden zwar auch noch mit geringeren Konzentrationen erhalten, 
doch liegen sie immer noch weit héher als die Vitalfarbungskonzentrationen. 
Alle diese Kriterien einer echten Fallungsmetachromasie (Spek 
1941) zeigten sich an den Membranen der Amoeba proteus. Es handelt sich 
also mit Sicherheit um eine chromotrope Substanz, wahrscheinlich um ein 
Mukoid. Diese Befunde iiber die Membranen von Amoeba proteus konnten 
noch an anderen Améoben bestatigt und erganzt werden, z. B. an Amoeba 
verrucosa (Ehrenberg) und Amoeba radiosa (Stein). Hier ergaben sich be- 
sonders interessante Beobachtungen besonders im Dunkelfeld, auf die wir 
weiter unten noch zuriickkommen miissen. 


Diese Kriterien der metachromatischen Komplexe und das Verhalten der 


chromotropen Substanzen gegeniiber der direkten Einwirkung der basischen 
Farbstoffe in vitalen und metachromasieerregenden Konzentrationen sollten 
auch an anderen Objekten iiberpriift werden. In der Literatur findet man 
die Ansicht weit verbreitet, da& Vitalfarbungen mit basischen Indikatoren 
einen Fehler verursachen und praktisch wertlos sind. Diese Theorie wurde 
an Modellsubstanzen erarbeitet und hat darum nur einen begrenzten Wert. 
Es ergibt sich allein aus der Praxis der Vitalfarbung heraus die Tatsache, 
daf sich chromotrope Substanzen auch durchaus anders verhalten kénnen. 
So wird z. B. die Gallerthiille des Seeigeleies mit Vitalkonzentrationen nie 
gefarbt, sondern es miissen schon stairkere Farbstofflésungen benutzt wer- 
den, um eine metachromatische Anfarbung zu erhalten. Kommt diese 
Reaktion auch mit sehr verdiinnten Farbstoffen zustande, so kann trotz 
allem von einer Vitalfarbung keine Rede mehr sein, denn beim Zusammen- 
treten der Farbstoff- und Substratkomponente tritt eine Fallung auf, die 
das Substrat fiir lebenswichtige Prozesse innerhalb der Zelle nicht mehr 
verwendbar erscheinen laBt. Diese von S p ek studierte Fallungserscheinung 
betrifft die Mucopolysaccharide. (Das Verhalten der Nucleinsaéurefarbstoff- 
komplexe wurde noch nicht untersucht.) Wir wollen nicht verhehlen, daff auch 
andere Griinde fiir Farbumschlage méglich sind. Es ist ja leider iiber das 
Zustandekommen des metachromatischen Farbumschlags wenig gesichertes 
Material vorhanden. Dieses Problem wird in der Diskussion noch weiter 
erértert. Auch eine Tatsache verdient besondere Beachtung. In der Literatur 
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finden sich haufig Angaben, in denen ,metachromatische* Farbungen mit 
blauen Farbstoffen beschrieben werden. Der metachromatische Farbton ist 
dann meist violett. Hier muff in Betracht gezogen werden, da Granulen 
oder Vakuolen im Protoplasma den Farbstoff stark speichern kénnen. In 
stiarkeren Konzentrationen sind aber die blauen Farbstoffe schon an sich 
violett. Nur durch Testfarbungen, z. B. mit Agar, kann eine echte Meta- 
chromasie analysiert werden. Optische Phinomene, Farbanderungen durch 
Konzentrationsunterschiede, pH-Umschlage u. a. miissen von vornherein 
ausscheiden. 

Der Niederschlag des metachromatisch gefairbten Komplexes, die dafiir 
notwendigen Konzentrationen sowie die von Spek gefundenen niéheren 
Umstiande, z. B. das Verhalten des Komplexes gegen Kohlensaure und die 
Leuchterscheinungen im Ultramikroskop, sind in dieser Arbeit Gegenstand 
weiterer Versuche. Die allgemeine Giiltigkeit dieser Ergebnisse von S pe k 
sollten an méglichst zahlreichen Objekten iiberpriift werden. Wir wiahlten 
zunachst dazu die leicht darzustellende Colpidienhiille, an der schon 
Bresslau i921 mit Viktoriablau eine ausgepragte Metachromasie fest- 
stellte. Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden diese Befunde noch durch 
Untersuchungen an Ciliaten und Flagellaten erganzt. 


2. Die Bresslauschen Versuche 


Bei seinen Untersuchungen iiber die Wirkung chemotherapeutischer 
Agenzien auf freilebende Protozoen fand E. Bresslau, daf bei Ver- 
wendung gewisser Farbstoffe und bestimmter Konzentrationen eigenartige 
Hiillen erscheinen. Er beobachtete beim Vermischen eines Tropfens der 
Colpidienkultur mit einem Tropfen Farblésung auf dem Objekttrager, daf 
die Individuen heftige Bewegungen ausfiihren und bei einer Rotation um 
die eigene Achse mehr oder minder homogene Hiillen abscheiden. In schwa- 
cheren Farbstoffkonzentrationen oder bei geringerer Giftigkeit schliip- 
fen sie aus, um dann aber auch der Giftwirkung des Farbstoffs zu erliegen, 
sofern sie nicht in ein anderes Medium iiberfiihrt werden. Die Notwendig- 
keit, mit Farbstoffen zu arbeiten, ergibt sich aus dem Brechungsindex der 
Hiillen, der mit dem des Wassers iibereinstimmt. Ohne Hilfsmittel wird die 
Hiille also gar nicht sichtbar. Bresslau benutzte neben verschiedenen 
Farbstoffen auch Tusche und kolloidale Kohlelésungen. Die Hiillenbildung 
ist mindestens von drei Faktoren abhangig. 

1. von der Art des Reizmittels oder des Farbstoffs, 

2. von der Konzentration desselben, 

3. von der Wasserstoffionenkonzentration der Kultur. 


Durch ein Variieren dieser drei Faktoren erhalt man die verschiedensten 
Hiillenformen. Untersuchungen iiber die chemische Struktur der Hiillen 
haben bereits zu gewissen Aufschliissen gefiihrt. Dieser Stoff gibt alle be- 
kannten Eiweifreaktionen sowie die Molischreaktion auf Kohlehydrate. Es 
handelt sich demnach um ein Protein, an dessen Aufbau ein Kohlehydrat 
beteiligt ist! Bresslau nennt diese Substanz von hochgradigem Quel- 
lungsvermégen, die auf bestimmte Reize vom Protoplasma in Gestalt fein- 
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ster Trépfchen nach auften abgeschieden wird, Tek tin. Sehr bemerkens- 
wert ist die ausgesprochene Metachromasie der Hiille. Bresslau fiihrte 
die Farbumschlige auf die Farbbase zuriick, die auf Grund auswahlender 
Léslichkeit von der Hiille absorbiert wird. Es war also zunachst festzu- 
stellen, ob es sich bei den hier vorliegenden Farbungen der Hiillen um 
basische Reaktionen oder um eine Fallungsmetachromasie im 
Sinne S peks handelt. 


3. Material und Technik 


Die fiir die vorliegende Arbeit verwendeten Colpidien wurden aus 
einem StrohaufguR gewonnen und nach der von Oehler angegebenen 
Methode (Oehler 1920 und 1924) in Traubenzuckerlésung in einer zwei- 
gliedrigen Zucht unter Zugabe von Bacterium coli bzw. subtilis gehalten. 
Dabei erwies sich die Konzentration der Traubenzuckerlésung, die von 
Bresslau mit % bis 1% angegeben worden war, als zu hoch. Die dichteste 
Besiedlung und eine lange Haltbarkeit der Kulturen ergab sich mit Kon- 
zentrationen von 1: 1000 bis 1: 500. Als bestes Kulturmedium erwies sich 
eine Lésung von 1/100 Pepton und 1/100 Traubenzucker, in der die Col- 
pidien prachtig gediehen. Leider konnte es fiir die vorliegende Arbeit keine 
Verwendung finden, da das Pepton (Witte, Rostock) die Hiillenbildung 
mit basischen Farbstoffen behindert. Die vorliegenden Colpidien wurden 
nach der von Bresslau angegebenen Methode bestimmt (Bresslau 
1922). Colpidium campylum ist im Gegensatz zur Spezies colpoda viel 
schlanker und oft von beinahe zylindrischer Form. Das Verhaltnis von 
Breite zu Linge ist 1:3, bei Colpidium colpoda 1:2. An letzterem sind 
in der Seitenansicht 20 bis 25 Wimperreihen bei mit Jod abgetéteten Tieren 
zu erkennen, bei C. campylum nur halb so viele. An den untersuchten 
Colpidien wurden 8 bis 10 Wimperreihen gezahlt, und ebenso stimmte der 
Habitus mit C. campylum iiberein. Da die Hiillenbildung weitgehend von 
der Wasserstoffionenkonzentration abhingt und das Kulturmedium der 
Colpidien fiir die Hiillenbildung oft nicht giinstig ist, ist eine Einstellung 
der Kulturen auf bestimmte pH-Werte notwendig. Puffergemische erweisen 
sich als unvorteilhaft, da die Hiillen der Colpidien gegen schwache Salz- 
lésungen schon sehr empfindlich sind. Um trotzdem eine pH-Abstufung bei 
guter Hiillenbildung zu erhalten, wurde nach folgender Methode verfahren. 
In kleine Réhren wurden 2—4 cm? Kulturfliissigkeit und ein Tropfen Indi- 
katorlésung gegeben. Aus einer diinnen Pipette wurde nun eine verdiinnte 
Natriumbikarbonatlésung unter standigem Schiitteln der meist etwas sauer 
reagierenden Kultur (~ pH 6) zugetropft. Eine Phosphatpufferreihe nach 
Sérensen mit dem gleichen Indikator diente zum Vergleich des Farb- 
tons und zur Feststellung der pH-Werte. Als geeignete Indikatoren erweisen 
sich Bromkresolpurpur mit dem Umschlagsbereich von 5,2 bis 6,8, ferner 
Bromthymolblau mit einem Umschlagsbereich von 6,6 bis 7,6. Die so ein- 
gestellten Kulturen hielten ihre Werte mehrere Stunden, oft sogar Tage 
fest. Ein besonderer Einflu® auf die Versuche durch die Anwesenheit eines 
Indikators war nicht festzustellen. 
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Im Gegensatz zu den Versuchen an den Colpidien, die gréRtenteils im 
Winter gemacht wurden, sind die verwendeten Ciliaten und Flagellaten 
nicht in Kulturen gehalten worden, sondern vom Friihjahr bis zum Herbst 
1952 und 1953 aus Teichen und Pfiitzen in der Umgebung von Rostock ent- 
nommen worden. Als Bestimmungsbuch fiir die Ciliaten wurde ,Die Tier- 
welt Deutschlands und der angrenzenden Meeresteile. Ciliata*, begriindet 
von Prof. Dr. Friedrich Dah], benutzt. Es wurden folgende Ciliaten be- 
arbeitet: 


I. Ordnung Holotricha: 

1. Unterordnung Gymnostomata: 
Prorodon ovum (Ehrenberg-Kahl), 
Prorodon teres (Ehrenberg), 

Coleps hirtus (O. F. Miiller), 
Loxodes rostrum (O. F. Miiller): 

. Unterordnung Trichostomata: 
Paramaecium caudatum (Ehrenberg): 

3. Unterordnung Hymenostomata: 
Frontonia leucas (Ehrenberg). 


Il. Ordnung Spirotricha: 

1. Unterordnung Heterotricha: 
Spirostomum ambiguum (Ehrenberg), 
Bursaria truncatella (O. F. Miiller), 
Stentor polymorphus (Ehrenberg). 


Ferner wurden noch verschiedene Vorticella sp. untersucht sowie von 
den parasitischen Formen Opalina ranarum (Ehrenberg) und aus den Lar- 
ven des Mehlkafers, Tenebrio molitor, die zylindrische Gregarina poly- 
mor pha (Hammerschmidt). 


Fiir die Bestimmung der Flagellaten benutzten wir Die SiiRwasser- 
flora Deutschlands, Osterreichs und der Schweiz, Flagellata*, herausgegeben 
von Prof. Dr. A. Pascher, Prag 1914. Es wurden untersucht: 


Ordnung Eugleninae: 
Phacus longicauda (Ehrenberg), 
Phacus hispidula (Eichw.), 
Euglena viridis (Ehrenberg), 
Euglena deses (Ehrenberg), 
Euglena velata (Klebs), 
Euglena sanguinea (Ehrenberg), 
Euglena proxima (Dangeard), 
Euglena acus (Ehrenberg), 
Euglena acutissima (Lemmermann), 
Euglena oxyuris (Lemmermann), 
Euglena caudata (Hiibner), 
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Trachelemonas hispida (Stein), 
Trachelemonas volvocina (Ehrenberg). 


Ordnung Peridineae: 
Gymnodinium palustre (Schilling), 
Ceratium hirundinella (C. F. Miiller), 
Peridinium tabulatum (Ehrenberg). 


Ordnung Phytomonadinae: 
Gonium pectorale (Miiller), 
Volvox aureus (Ehrenberg), 
Pandorina morum (Miller), 
Eudorina elegans (Ehrenberg), 
Pleodorina (Shaw), 
Chlorogonium elongatum (Dangeard), 
Chlamydomonas Reinhardi (Dangeard), 
Chlamydomonas Ehrenbergii (Goroschankin), 
Chlamydomonas intermedia (Chodat), 
Chlamydomonas Braunii (Goroschankin). 


Ordnung Chrysomonadinae: 
Synura uvella (Ehrenberg). 


Ordnung Chyptomonadina: 
Chilomonas param. (Ehrenberg). 


Da die direkte Einwirkung verschiedener Farbstoffkonzentrationen und 
die dadurch hervorgerufenen metachromatischen Effekte an Ciliaten und 
Flagellaten untersucht werden sollten, gestalteten sich die Versuchsbedin- 
gungen recht einfach. Es wurde immer ein Tropfen Kulturlésung mit einem 
Tropfen Farbstoff verschiedenster Konzentration auf dem Objekttrager 
vermischt. Die metachromatische Anfarbung der mucinartigen Substanzen 
kommt fiir gewéhnlich sofort beim Zusammentreffen mit dem Farbstoff 
zustande, wahrend die metachromatische Farbung der nucleinsdurehaltigen 
Granulen und Kerne erst spater auftritt. Den Nachweis einer echten 
.Fallungsmetachromasie* fiihrt man durch den Kohlensiureversuch. Wir 
benuizten einen gewohnlichen Kippschen Apparat mit vorgeschalteten 
Waschflaschen. Die Kohlenséiure wird beim Versuch in eine feuchte Kam- 
mer geleitet, in der sich im hangenden Tropfen die gefarbten Objekte be- 
finden. Hiebei ist methodisch wichtig, daR die letzteren vor dem Versuch mit 
dest. Wasser abgespiilt werden, da in vielen Fallen bei stairkeren Konzen- 
trationen der zur sauren Seite umschlagende iiberschiissige Farbstoff den 
metachromatischen Farbton iiberdeckt, so daB der Eindruck eines Um- 
schlags der gefarbten chromotropen Substanz entsteht. Jeden dieser Ver- 
suche macht man am besten zweimal. Zunichst beobachtet man die ge- 
fairbten Objekte in der Farblésung und konirolliert den Umschlag der 
letzteren. Bleibt nach dem Abspiilen mit dest. Wasser und nochmaligem 
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Einleiten von Kohlenséure der metachromatische Farbion erhalten, dann 
handelt es sich mit Sicherheit um keine Indikatorreaktion, sondern um einen 
metachromatischen Komplex. 

Bei den Farbungen mit den spezifischen Schleimfarbstoffen (Mucikarmin, 
Bestschem Karmin usw.) wurden die Protozoen genau so behandelt, wie es 
fiir histologische Schnitte nach Romeis, Mikroskopische Technik 1948, 
gefordert wird. 


4. Farbstoffversuche an Colpidienhiillen 


Bresslau und seine Mitarbeiter stellten durch mikrochemische Reak- 
tionen fest, da sich die Colpidienhiille aus einem Protein und einer Kohle- 
hydratkomponente aufbaut. Damit steht das Tektin den echten Schleimen 
sehr nahe, und es war von vornherein zu erwarten, daf es sich hier um 
eine chromotrope Substanz handeln wiirde. Das Verhalten einer ganzen 
Anzahl basischer Farbstoffe wurde nun, analog den Versuchen an der 
Amébenmembran, an diesen Colpidienhiillen studiert. 


Die ersten Versuche wurden mit Viktoriablau 4R ausgefiihrt. Fiir 
die Hiillenbildung gibt Bresslau eine Konzentration von 1 : 10.000 an. 
Da die Wasserstoffionenkonzentration zunachst unberiicksichtigt blieb, war 
das Ergebnis negativ. Das pH der ungepufferten Kultur schwankt zwischen 
5,2 und 6,0. Bei diesen Werten reicht auch bei starkeren Konzentrationen 
der Farbstoffreiz nicht aus, die Hiillenbildung auszulésen. Erst bei Kulturen 
mit einem pH von 6,4 bis 6,8 tritt bei Verdiinnungen von 1 : 10.000 die 
Tektinbildung auf. Die Hiillen haben ungefahr die von Bresslau fiir 
Viktoriablau angegebenen Formen. Die Tiere schliipfen sofort aus. Zunachst 
ist bis auf die Nahrungsvakuole eine Anfarbung kaum festzustellen. Der 
Farbton der Hiillen ist deutlich violett, wenn auch etwas blaf. Bei Ver- 
diinnungen von 1 : 6000 sterben die Colpidien in ihren Hiillen langsam ab, 
wobei sie erst schneller, dann immer langsamer um ihre Achse rotieren. 
Das Tektin wird in ovalen voluminésen Hiillen abgeschieden. Der Farbton 
ist kraftig violett und besonders deutlich, da die Tiere nach dem Absterben 
im orthochromatischen Farbton dunkelblau, im Gegensatz zur violetten 
Hiille, erscheinen. Nach der Anwendung noch starkerer Konzentrationen, 
1 : 4000 bis 1 : 2000, sind die Tiere sofort tot. Der Farbton der Hiille, die das 
Tier nur noch wie ein schmaler Saum umgibt, zeigt einen Stich ins Violett- 
rotliche. Vielfach ist bei diesen hohen Konzentrationen iiberhaupt keine 
Hiillenbildung mehr wahrzunehmen. 

Mit dem sehr ahnlichen Farbstoff Viktoriablau B sind noch stiar- 
kere Konzentrationen als bei Viktoriablau 4R zur Farbung der Hiillen not- 
wendig. Die besten Hiillenbildungen erreicht man bei einer Verdiinnung 
des Farbstoffs von 1 :500 bis 1500. Das ausgeschiedene Tektin hat einen 
Farbton, der nicht dem der reinen Farbbase entspricht. Die letztere ist 
himbeerrot, wahrend die Hiillen sich in ihrer violetten Farbung priachtig 
gegen die orthochromatisch imbibierten Tiere abheben. Vielfach stellt die 
Hiille auch nur ein kleines gefaltetes Hautchen dar, das die Colpidien an 
ihrem Hinterende zuriicklassen. 
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Zur Analysierung der metachromatischen Farbung wurde der Kohlen- 
siureversuch gemacht. Natiirlich kann man fiir diese Reaktion nur solche 
Indikatoren benutzen, die ungefahr im neutralen Bereich umschlagen. Ein 
Farbstoff, der seine Base erst bei pH 10 oder 11 bildet, schlagt nach dem 
Einleiten der schwachen Kohlensiure in die feuchte Kammer nur sehr 
schwer um. Es empfiehlt sich daher stets, wie oben bereits erwahnt, einen 
Kontrollversuch zu machen. In giinstigem pH-Bereich (~ pH 7) umschlagende 
metachromatische Farbstoffe und Indikatoren sind Nilblausulfat B, 
Neutralviolett und Neutralrot. Mit den drei genannten Farb- 
stoffen werden durch Konzentrationen von 1 : 1000 bis 5000 die verschieden- 
sten Hiillenformen gebildet. Mit Nilblausulfat B erhalt man eine violette, 
eine orange mit Neutralrot und mit Neutralviolett eine braune metachro- 
matische Anfarbung. Bei allen Farbstoffen schlagt der Farbton der Farb- 
base, wenn eine solche nach entsprechender Einstellung der Kultur vor- 
liegt, sofort in den des dissoziierten Farbsalzes um, und der Farbton der 
Hiillen bleibt unverandert, obwohl in jedem Falle 20 bis 30 Min. lang 
Kohlensaure in die feuchte Kammer geleitet wurde. 

Bei Janusgriin ist der Unterschied zwischen der orthochromatischen 
und metachromatischen Modifikation mit dem Auge kaum feststellbar. Eine 
verdiinnte Lésung im Reagenzglas ist griinblau, der metachromatische 
Komplex mehr blau. Als Kriterium fiir einen metachromatischen Effekt 
kann aber das rote Streulicht gelten, das nach Spek bei chromotropen 
Substanzen im Ultramikroskop sichtbar ist, sofern sie frei bewegliche Teil- 
chen haben. Janusgriin regt die Tiere im héchsten Mae zur Hiillenbildung 
an, und zwar im ganzen pH-Bereich, in dem die Colpidien existieren 
kénnen. Diese Erscheinung beruht wohl auf der Giftwirkung des Farb- 
stoffs. Die giinstigste Konzentration ist 1 : 1000. Unter einem pH-Wert von 
6.6 und iiber 7,5 wird die Hiille membranartig und hat den Charakter eines 
diinnen Hautchens. Bei einem pH von 7,3 erhalt man eine schéne volumi- 
noése, blau gefarbte Tektinhiille, die sich deutlich von dem orthochromatisch 
gefairbten Tier abhebt, das diffus mehr in einem griinlicheren Farbton tin- 
giert ist. 

Im Ultramikroskop ist das charakteristische rote Leuchten, das Kri- 
terium eines metachromatischen Komplexes mit Janusgriin, nicht sichtbar. 
Die Hiille erscheint farblos. Lediglich am dauferen Rande zeigen sich 
zuweilen winzige rote Partikelchen. Kontrollversuche mit chromotropen 
Substanzen, z. B. Agar, zeigten ein rotes Leuchten. Lésungen der Farbbase 
geben diese Reaktion nicht. 

Ein thnliches Phinomen zeigt sich mit Neutralrot. Der metachromatisch 
gefarbte Komplex einer chromotropen Substanz mit Neutralrot ist im 
Dunkelfeld durch ein griines Streulicht charakterisiert. Die mit Neutralrot 
behandelten Colpidienhiillen leuchten ebensowenig wie die Anfarbungen 
mit Janusgriin. In einigen wenigen Fallen wurde das Tektin stabchen- 
formig ausgestoRen, ohne daff es zu einer Verquellung der Protrichocysten 
gekommen ware. Bei starker Vergréferung war dann ein schwacher griiner 
Leuchteffekt wahrzunehmen. Es kann sich bei dieser Erscheinung um ein- 
farbiges Tyndall-Licht oder um eine Fluoreszenz der Farbstoff-Tektin- 
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Komplexe handeln. Auch mit Neutralrot wurden Kontrollversuche gemacht 
und dabei festgestellt, da das Streulicht sehr variabel ist. Bei Versuchs- 
reihen mit Agar sowie an Trichocysten zeigte sich in einigen Fallen ein 
prachtiges griines, in anderen ein deutlich gelbes bis rotes Leuchten. Diese 
Erscheinung |a&t sich durch Fluoreszenz schlecht erklaren. Mit Natrium- 
karbonat eingestellte Kulturen, an denen Versuche mit Neutralrot gemacht 
wurden, neigten stark zur Kristallbildung. Die zuerst entstehenden win- 
zigen Kristillchen zeigen ein griines Leuchten im Dunkelfeld. Beim An- 
wachsen der Kristalle ging dasselbe in gelbes und dann in rotes Licht iiber. 
Die stirkste griine Leuchterscheinung beobachtete Spek bei Arabyl- 
schwefelsiure. Mit Agar ist das Phinomen bedeutend schwicher, weil der 
Komplex leicht grob wird. Hieraus kann man schliefen, daf der auf- 
tretende Lichteffekt auf der Abbeugung des Lichts an metachromatischen 
Komplexen bestimmter GréRenordnung beruht. Spek hatte vor Beginn 
meiner Arbeit folgende Umstande in Erwagung gezogen: 

Er hatte festgestellt, da& feste Gele, selbst von so stark chromotropen 
Substanzen wie Agar, z. T. keinen metachromatischen Farbumschlag geben. 
Man kann festen Streifenagar von Kahlbaum in Toluidinblaulésung legen 
und erhalt sogar eine orthochromatische Anfarbung und gar keine rote 
Niederschlagsbildung. Offenbar miissen also fiir die Entstehung der Fal- 
lungsmetachromasie freie Teilchen eines Sols vorliegen. Daf die Tektin- 
substanzen der Protozoen chromotrop sind, war schon aus den Arbeiten 
Bresslaus zwar noch nicht mit Sicherheit, aber doch mit Wahrschein- 
lichkeit hervorgegangen. Andererseits konnte sich S pek selbst davon iiber- 
zeugen, daf{ Tektinsubstanzen nach ihrer Ausscheidung feste Gele waren, 
wenn auch ihre Festigkeit an sich sich in keiner Weise mit der des Streifen- 
agars vergleichen lie. Man mu&te also schon mit einer gewissen Beein- 
trichtigung der Fallungsmetachromasie durch die Gelstruktur von vorn- 
herein rechnen. Andererseits sind ja sehr wasserreiche Gele nie frei von 
freien Solteilchen, die dann wenigstens an der Oberflache Fallungsmeta- 
chromasie geben kénnten!. Je wasserreicher das ausgetretene Gel wird, 
um so besser muB es fiir die Reaktion mit dem Farbstoff geeignet werden. 
Das charakteristische griine Streulicht, welches bei Zusatz von Neutralrot 
zu chromotropen Solen entsteht, und ebenso das rote Streulicht bei Zusatz 
von Janusgriin mu auch um so leichter entstehen, je mehr Solteilchen im 
chromotropen System vorhanden sind. Wieweit die Gelstrukiur der aus- 
geschiedenen Tektine die Entstehung des Streulichtes beeintrachtigt, muBte 
empirisch fesigestellt werden. 

Eigene Versuche ergaben, da es sich bei dem griinen Streulicht bei der 
Entstehung der Komplexe von chromotropen Substanzen und Neutralroi 
nicht um Fluoreszenz handelt. Es bleibt also zur Erklarung desselben nur 
iibrig, da&® das Licht an Teilchen bestimmter Dispersitat abgebeugt wird. 
Auch das macht wahrscheinlich, da das griine Streulicht nur entstehen 
wird, wenn freie Teilchen eines chromotropen Sols vorhanden sind. Bei An- 


1 Uber die Bedeutung der starken Hydratation der ausgetretenen Tektinsub- 
stanzen fiir die Farbumschlage vgl. S. 31. 
Protuplasma, Bd. XLVII/1—2 
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firbung der chromotropen Membran von kleinen Amében schwirmen die 
Amikronen dieser Substanz nach vollzogener Fallungschromasie in ganzen 
Wolken aus und geben im Dunkelfeld ein wunderbar smaragdgriines Streu- 
licht. Dies scheint ein besonders idealer Fall zur Entstehung von griinem 
Streulichht zu sein (Spek u. Gillissen 1943). Wahrscheinlich ist das 
gallertig gequollene Tektin von solcher Struktur, da die Beugung des 
Lichts an den Tektin-Farbstoff-Komplexen nicht zustande kommt. Wir 
werden weiter unten sehen, da sich die Gallertsubstanzen der Flagellaten 
ahnlich verhalien und in der Diskussion diese Erscheinung noch weiter 
erortern. 


Neutralrot ist ein Azinfarbstoff mit sehr geringer Giftwirkung und 
ist deshalb wohl schwach hiillenbildend. Die Tektinhiillen sind durchweg 
diinnwandig und kapselartig und treten nur in einem schmalen pH-Be- 
reich in Erscheinung. Die giinstigsten Konzentrationen liegen bei 1 : 800 
bis 1:2000. Der metachromatische Farbton ist orange und dem der 
Farbbase sehr ahnlich. Schwach hiillenbildend wirken auch Pyronin, 
Safranin und Neutralviolett. Setzt man einer verdiinnten Lésung von 


Neutralviolett Natriumbikarbonat zu, so geht die violette Farb- 
lésung in den braunen Farbton der Farbbase iiber. Wenige Tropfen Citrat- 
natronlaugepuffer (pH 6) bringen den Umschlag zum violettroten Farbsalz 
zustande. Neutralviolett ist daher fiir den oben beschriebenen Kohlensaure- 
versuch ausgezeichnet geeignet. 

Thionin ist in Lésung ein violetter Farbstoff. Die rote Farbbase stellt 
sich erst bei Zugabe von n/10 Natronlauge ein. Sie ist in Wasser unléslich 
und fallt sofort unter leichter Verfarbung aus. Der metachromatische Farb- 
ton ist dem der Farbbase sehr ahnlich. Der Farbstoff wurde in Konzen- 
trationen von 1: 1000 bis 1: 2000 in einem pH-Bereich von 6,6 bis 7,3 ver- 
wendet. Bei sehr verdiinnten Farbstofflésungen kann man die Tiere noch 
durch einen kleinen Kunstgriff zur Tektinabscheidung zwingen. Durch 
Erwarmen des Farbstoffs auf 35° wirkt die Temperatur als hiillenbildender 
Reiz, so da die Komplexbildung dennoch zustande kommt. Vorherige 
Hitzefixierung und nachtragliches Anfarben der Hiillen mit Thionin waren 
erfolglos. Die gefarbten und durch Erwarmen abgetéteten Tiere zeigen eine 
diffuse blauviolette Plasmafarbung. Die Kerne erscheinen dunkelrot 
und werden durch das Cytoplasma ausgestoBen. Auf die metachromatische 
Farbung verschiedener Protozoenkerne werden wir weiter unten noch ein- 
gehen. 

Toluidinblau ist wie das Thionin ein Thiazinfarbstoff. Die meta- 
chromatisch gefarbten Hiillen sind kirschrot gefarbt. Die Farbbase bildet 
einen violetten Niederschlag, ist also in diesem Falle dem undissoziierten 
Farbstoffmolekiil im Farbton nicht ahnlich. Die Colpidien schliipfen bei 
Konzentrationen von 1 :5000 aus kraftig gefiairbten voluminésen Hiillen, 
die bei weiterer Verdiinnung des Farbstoffs immer blasser werden, um 
ungefahr bei 1 : 30.000 iiberhaupt nicht mehr zu erscheinen. Bei allen Ver- 
suchen mit basischen Farbstoffen war die schon von anderen Autoren be- 
obachtete Tatsache auffallend, daB die Colpidien in Kulturen mit pH-Wer- 
ten von 7.0 bis 7.6 nach der Tektinausscheidung rasch absterben, wahrend 
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sie bei niederem pH (5,2—5,6) bei gleicher Farbstoffkonzentration viel lan- 
ger leben und normale Bewegungen zeigen. 

Die Colpidienhiillen sollten nun auch einmal mit nichtmetachromatischen 
Farbstoffen iiberpriift werden. Das von Spek untersuchte Brillant- 
kresylviolett zeigt weder an der Amébenmembran noch mit chromo- 
tropen Substanzen einen metachromatischen Effekt. So fielen die Versuche 
an der Colpidienhiille auch negativ aus. Es wurde nach dem Einwirken des 
Farbstoffs iiberhaupt keine Tektinbildung festgestellt. Uberraschenderweise 
ergab sich bei spateren Versuchen mit einem ganz anderen Farbstoff, der 
ebenfalls mit Brillantkresylviolett bezeichnet war, eine prachtige Anfarbung 
chromotroper Substanzen. Es handelt sich hier um zwei in ihren Eigen- 
schaften véllig verschiedene Farbstoffe, die beide von der Firma Hollborn, 
Leipzig, stammen. Bei der Untersuchung mit einem Vergleichsspektroskop 
zeigten sich auch die Spektren stark unterschiedlich. Das nichtmetachro- 
matische BCV schlagt in schwach alkalischer Lésung (pH 7.6) sehr langsam 
von Blau nach Rosa um. (Weitere Mitteilungen iiber diesen Farbstoff bei 
Spek 1940.) Das metachromatische BCV hat mit dem vorigen die langsame 
Art des Umschlagens in die rosa Farbbase gemein. Setzt man diesen Farb- 
stoff in Pufferlésungen von pH 8 bis 10,4 an. so zeigt sich bei 10,4 ein so- 
fortiger Umschlag in die rosa Farbbase. Im Verlauf einiger Tage schlagt 
ein Réhrchen nach dem anderen um. Der Beginn des Umschlags liegt dann 
etwa bei 9.2, und bei einem pH von 9,5 liegt die rosa Farbbase vor. 
Letztere ist in Wasser schwer léslich und setzt sich als Niederschlag zu 
Boden. Die iiberstehende Fliissigkeit hat einen schwach rosa Farbton. Bei 
Versuchen mit chromotropen Substanzen treten die Unterschiede der beiden 
Farbstoffe besonders deutlich in Erscheinung. In einer 1%igen Agarlésung 
verandert sich nach der Zugabe eines Tropfens BCV der blaue Farbton 
nicht. Das metachromatische Brillantkresylviolett verfarbt sich augenblick- 
lich rotviolett. Dieser Farbton andert sich auch nicht, wenn man in diese 
Lésung 1n Salzsaure zutropfen laBt. bis ein pH von 1 erreicht ist. Weiter- 
hin unterscheiden sich beide Farbstoffe durch ihre Fluoreszenz. BCV fluores- 
ziert griin, das metachromatische auferordentlich stark rot. Diese rote 
Fluoreszenz tritt besonders stark im Ultramikroskop in Erscheinung, wah- 
rend im Fluoreszenzmikroskop bei vorgeschalteten UV-Filtern der Effekt 
schwicher ist. Das Erregerlicht liegt also mehr im Bereich langwelligerer 
Strahlen. Sehr ausgepragt ist die Metachromasie dieses rotfluoreszierenden 
Farbstoffes. Mit Verdiinnungen von 1:1000 bis 5000 werden grofe rote 
Hiillen beobachtet, worin die violett gefarbten Tiere ihre typischen Dreh- 
bewegungen ausfiihren. 


Genau die gleichen metachromatischen Hiillenbildungen erhalt man mit 
dem dem BCV nahe verwandten Farbstoff Kresylechtviolett. 


Auf die einzelnen Ergebnisse der Vitalfarbung mit den verwendeten 
Farbstoffen soll hier nicht weiter eingegangen werden. Die unterste Grenze 
der Farbstoffkonzentration einer echten Vitalfarbung liegt aber mit den 
relativ ungiftigen Farbstoffen, wie z. B. mit Neutralrot, bei 1 : 50.000. An- 
dere Farbstoffe, wie z. B. Janusgriin. wirken einwandfrei vital erst bei 


5* 
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1 : 100.000 bis 200.000. Dies gilt fiir einen pH-Wert um 7, der hier aber 
nur interessiert, da die Hiillenbildung im wesentlichen in diesem Bereich 
zustande kommt. Mit diesen Vitalkonzentrationen wurde aber in keinem 
Falle eine metachromatische Fiirbung erzielt. Das ist sehr plausibel, denn 
in einem vitalen Medium ist es fiir die Colpidien nicht erforderlich, sich 
durch den Aussto® der Protrichocysten gegen den Farbstoff zu schiitzen. Es 


Farbstoff-T abelle. 





Farbstoff 


Metachr. Farbton 


Hiillenbild 


Verdiinnung 


pH-Bereich 





Janusgriin G. 
Viktoriablau 4 R 
Viktoriablau B 
Neutralrot 

Nilblau A 

Nilblau B 
Toluidinblau . 
Kresylechtviolett 
Pyronin 

Safranin 
Brillantkresylviolett 
Brillantkresylviolett 
Thionin 
Neutralviolett 


Aethylviolett 


schwach; 


blauviolett 


violett 


blauviolett 


orange 


rotviolett 


blauviolett 


kirschrot 


rot 


orange 


gelblichbraun 


rotfluoreszierend 
rotviolett 
blaBbraun, 


braun 
rotviolett 


sehr stark Hiillen bildend; 


x sehr schwee); 


1: 1000— 
1: 10.000 


1:4000— 
1: 10.000 
1:500— 
1: 1500 
1:800— 
1: 2000 
1:5000— 
1: 10.000 
1: 1000— 
1:5000 


1: 1000— 
1: 10.000 
1: 1000— 
1:2000 
1: 1000 


1: 1000— 
1: 2000 


1: 1000— 
1:5000 


1: 1000— 
1:5000 


1: 1000— 
1:5000 
1: 2000— 
1: 15.000 


<x stark; x xX xX mittel; 
— keine Hiillenbildung. 


besteht aber auch die Méglichkeit, da8 fiir eine Fallungsmetachromasie 
Farbstoffangebot nicht gro® genug ist. Dieser Fall wird in der Theorie 
metachromatischen Farbung noch Beriicksichtigung finden. 

Die Ergebnisse der Farbung mit metachromatischen Farbstoffen an 
Colpidienhiille seien hier noch einmal iibersichtlich in einer Tabelle 
sammengestellt. 


6,6—7,3 


das 
der 


der 
Zu- 


Zu den hohen Farbstoffkonzentrationen in dieser Tabelle miissen wir 
noch bemerken. daB die verwendeten Lésungen in Wirklichkeit nur halb 
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so stark sind, denn durch das Mischen mit einem gleich grofen Tropfen 
Kulturlésung sinkt die Konzentration z. B. der in der Tabelle angegebenen 
Neutralrot-Lésung von 1 : 2000 auf 1 : 4000. 


5. Metachromasieerscheinungen an Trichocysten 


Zwischen den Protrichocysten Bresslaus und den typischen Tricho- 
cysten gibt es alle Ubergange. Es war also auch zu erwarten, da sich die 
spezialisierten Spindel- und Nesselkapseltrichocysten metachromatisch an- 
firben wiirden. Mit gewoéhnlichen Vitalkonzentrationen, die z. B. fiir 
Neutralrot im Bereich von 1 : 500.000 bis 1 : 50.000 liegen, laBt sich an Para- 
maecium caudatum (Ehrenberg) derartiges nicht nachweisen. Hierzu bené- 
tigt man Farblésungen von mindestens 1 : 15.000. Bei den folgenden Unter- 
suchungen stimmten die Ergebnisse der Farbungen von Paramaecium und 
Frontonia leucas (Ehrenberg) iiberein, so daf sie hier zusammen besprochen 
werden kénnen. Die gerade noch bei der Grenzkonzentration fiir Neutral- 
rot, Neutralviolett und Thionin (1 : 15.000) ausgestoRenen Trichocysten zei- 
gen einen blassen metachromatischen Farbton, der sich bei der Anwendung 
starkerer Lésungen immer mehr vertieft. Vielfach verquellen dann die Tri- 
chocysten und bilden scheinbar eine echte Hiille (vgl. auch Bresslau 
1922/23). Alle in der Tabelle angegebenen Farbstoffe wurden an diesen 
Objekten iiberpriift. und es zeigte sich iiberall das Bild einer metachroma- 
tischen Reaktion mit der schon bekannten Ausnahme, dem griinfluoreszie- 
renden Brillantkresylviolett. Hier wurden die orthochromatisch (blau) ge- 
farbten Trichocysten erst sehr spat, kurz vor dem Tode der Tiere, 
ausgestoRen. In der feuchten Kammer unter der Einwirkung der Kohlen- 
siure blieben die mit Neutralrot, Nilblau und Neutralviolett erzielien 
Metachromasieerscheinungen unverandert. Fiir die Dunkelfeldversuche 
empfiehlt es sich, die Paramaecien oder Frontonien griindlich mit dest. 
Wasser zu waschen, um wenigstens die Kultur annahernd frei von Bak- 
terien zu machen, die namlich ebenfalls mit Janusgriin vielfach Tyndall- 
effekte hervorrufen und so ein an Paramaecium beobachtetes Phanomen 
verdecken. Mischt man mit Aqua dest. gewaschene Paramaecien mit Janus- 
griin 1 : 10.000 und legt vorsichtig ein Deckglas auf, so sieht man zuniachst 
die sofort ausgestoRenen und rotgefarbten Trichocysten um das Tier oder 
in der Nahe desselben liegen. Dann erscheint aus dem Tier heraus plétzlich 
eine Wolke feinster rot leuchtender, kleiner Partikelchen, die tanzend als 
groRer roter Hof das Tier umgeben (siehe Abb. 1) und sich rasch in dem 
umgebenden Medium verteilen, so daB diese Erscheinung schon nach einiger 
Zeit nicht mehr zu bemerken ist. Auch im Hellfeld sind diese kleinen meta- 
chromatisch gefarbten Teilchen sichtbar. Augenscheinlich werden durch das 
Platzen der Pellicula noch andere chromotrope Substanzen befreit, die dann 
sofort mit dem freien Farbstoff reagieren und das glutrote Leuchten in auf- 
falliger Weise erzeugen. Betrachtet man eine gefarbte Trichocyste bei star- 
kerer VergréRerung im Ultramikroskop, so kann man feststellen, daB die 
chromotropen Substanzen am Rande liegen miissen; denn gerade dieser 
strahlt das rote Leuchten aus, wahrend das Innere optisch leer erscheint 
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(siehe Abb. 2). Mit Neutralrot erhalt man das gleiche Bild im griinen Farb- 
ton, nur nicht mit der gleichen RegelmaBigkeit und Intensitiat. 

Bei den Heterotrichen farben sich nach dem Ausstof die so weit 
verbreiteten trichocystenahnlichen dunklen Stabe des Ektoplasmas. Mit 
Neutralrot waren dazu Konzentrationen von 1 : 20.000, mit Janusgriin sogar 
nur solche von 1 : 30.000 notwendig. Auch diese Stabe verquellen zu einem 
hiillenartigen Gebilde um das Tier und zeigen im Dunkelfeld die gleichen 
Erscheinungen, wie sie oben an den Trichocysten beschrieben wurden. Das 
ist z. B. bei Bursaria truncatella (O. F. Miiller) der Fall. 

Spirostomum ambiguum (Ehrenberg) 
verhalt sich ahnlich, nur werden Stabchen- 
bildungen nicht beobachtet. Die Hiille, die 
z. B. mit Kresylechtviolett oder Nilblau B 
1: 10.000 gebildet wird, ist metachroma- 
tisch gefarbt und laBt keine morpholog:- 
schen Differenzierungen erkennen. Die 
Protrichocysten verquellen ebenso wie bei 
der Colpidienhiille, und auch sonst zeigen 
sich ahnliche Verhaltnisse. Z. B. kann man 
auch hier beobachten, wie die Spirostomen 
Anlaufe nehmen und mit kraftigem Wim- 
perschlag gegen die Hiillenwandung sto- 

Abb. 1. Paramaecium caudatum. Ben. Bei schwachen Gebilden dieser Art 
gefarbt mit Janusgriin 1 : 10.000. gewinnen sie das Freie, in kompakteren 


im Dunkelfeld. In der Mitte das Hiillen kann man noch lange die bekann- 
Paramaecium mit den austreten- 
den chromotropen Substanzen, 
am Rande die Trichocysten. 
Ok. 10, Obj. 3. 


ten Torsionsbewegungen beobachten, bis 
die Tiere langsam absterben. Ebenso sind 
die Bilder im Dunkelfeld die gleichen wie 
bei der Colpidienhiille. Sie erscheinen 
farblos, blaulich oder rot mit Janusgriin. 

An Stentoren stand uns leider nur der 1—2 mm frei schwimmende 
und anscheinend keine Gehause bildende Stentor polymorphus zur Ver- 
fiigung, so daB die sicher recht interessanten Untersuchungen der Gallert- 
gehiuse von Stentor roeseli und miilleri auf einen spiteren Zeitpunkt ver- 
schoben werden muften. Protrichocysten sind aber bei Stentor vorhanden, 
die mit den angefiihrten basischen Farbstoffen kontinuierliche metachroma- 
tisch gefairbte Sdiume um das Tier bilden. Besonders auffallig farbie sich 
auch in der Zone des Peristoms die Basis der Membranellen. Mit dem rot- 
fluoreszierenden BCV entstehen dicke rotgefarbte Wiilste, die der Spiral- 
windung der Membranellen folgen. 

Die Nesselkapseltrichocysten der Gymnostomata verhalten sich farbe- 
risch genau so wie die Pro- und Spindeltrichocysten. In einer Kultur stand 
uns eine Population von Prorodon-Arten zur Verfiigung, die zum gréRten 
Teil aus Prorodon teres und ovum (Ehrenberg-Kahl) bestand. Mit Nilblau- 
sulfat B 1 :5000 erscheinen sofort violetie Hiillen, die aus Nesselkapsel- 
und verquollenen Protrichocysten bestehen. Gegeniiber der Kohlensaure 
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verindert sich der Farbton nicht. Wie Nilblausulfat B reagieren auch 
die anderen basischen Farbstoffe. Auffallig war das Verhalten gegen- 
iiber dem Neutralrot. Mit diesem Farbstoff 1 : 20.000 waren die Trichocysten 
nicht gefarbt, sondern lagen als stark lichtbrechende Stabe neben den 
Tieren. Auch mit konzentrierteren Lésungen veranderte sich das Bild nicht 
wesentlich aufer einer schwachen Absorption. im orthochromatischen Farb- 
ton. Auch hier ist also die Erscheinung ausgepriagt. die schon an den Col- 
pidien und zum Teil an anderen Ciliaten gefunden wurde, daf namlich 
Neutralrot recht schwer metachromatische Komplexe bildet. Das auBert sich 
besonders in den hohen Konzentrationen, die oft zur Hiillenbildung not- 
wendig sind (Colpidien z. T. 1: 800). Mit Janusgriin leuchten Hiillen und 
Trichocysten im Dunkelfeld rot. 

Weiter wurden noch untersucht Loxodes rostrum (O. F. Miiller) und 
Coleps hirtus (O. F. Miiller). Loxodes reagiert auf die basischen Farbstoffe, 
die in Konzentrationen von 1 : 10.000 bis 20.000 angewendet wurden, auferst 
empfindlich. Auch in noch schwacheren Lésungen platzen die Tiere, und das 
Protoplasma flie®t aus. Metachromatische Anfarbungen oder Hiillenbildun- 
gen wurden in keinem Falle nachgewiesen, obwohl in der Literatur (z. B. 
K ah 1930) Protrichocysten fiir Loxodes angegeben sind. Dagegen werden 
bei Coleps die wenigen Trichocysten der Schlundwandung ausgestoBen. Es 
sind etwa 20 lange stabchenartige Gebilde, im Dunkelfeld finden sich 
ebenfalls wie bei Paramaecium mit Janusgriin winzige rot leuchtende Par- 
tikel, die sich durch das Deckglasauflegen rasch verteilen. Mit Neutralrot 
farben sich im Innern des Tieres die verschiedensten Elemente im Farbton 
der sauren Seite. 

Weitere Versuche an verschiedenen Vorticella sp. und parasitischen 
Formen, z. B. Opalina ranarum (Ehrenberg), und an der zylindrischen 
Gregarina polymorpha verliefen ergebnislos. Wenigstens werden zu einem 
beliebigen Zeitpunkt durch Farbstoffe keine Tektinbildungen beob- 
achtet. Opalina bildet im Friithjahr zur Laichzeit der Frésche die sogenann- 
ten Infektionscysten. In einem Falle bemerkten wir bei der Sektion von 
Rana temporaria im Enddarm frisch gebildete Infektionscysten, die mit 
basischen Farbstoffen metachromatisch reagierten. Werden diese Cysten mit 
dem Kot der Frésche ausgeschieden, dann verhiartet die Cystenhiille, so daB 
der Farbstoff nicht eindringen kann. Es ist anzunehmen, daft bei der Cysten- 
bildung mehrere Hiillen abgeschieden werden, so wie es z. B. Bresslau 
fiir Tillina magna angegeben hat. Die inneren Hiillen entstehen unter ganz 
anderen Bedingungen, z. B. ohne Gegenwart von Wasser. Eine metachroma- 
tische Anfarbung von Tektinsubstanzen kommt aber stets nur nach dem 
Austritt in das umgebende Medium bzw. nach ihrer Quellung zustande. 
Eine Tatsache, von der man sich leicht bei der Trichocystenfarbung iiber- 
zeugen kann, wenn man die Zugabe des Farbstoffs zu einem Tropfen Kultur- 
lésung durch das Mikroskep beobachtet. Hier wird deutlich, daf die Tricho- 
cysten zunachst ungefarbt ausgestoRen werden, dann aber nach der Quellung 
den Farbstoff sehr rasch aufnehmen. Von dieser Betrachtung aus ist es ver- 
standlich, daB Dauercysten den Farbstoff nicht aufnehmen, darum keine 
metachromatische Farbung zeigen, aber doch aus Tektinsubstanzen gebildet 
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werden. Zu den gleichen Ergebnissen kommt man auch durch Modell- 
versuche. In einer verdiinnten Agarlésung lassen sich metachromatische Um- 
schlage schén studieren, wahrend die in einer konzentrierteren Lésung vor- 
handenen Brocken im Mikroskop nur am Rande eine Fiarbung erkennen 
lassen, da sie noch nicht ausgequollen sind. Ja, dieses unterschiedliche Ver- 
halten von Agar-Sol und Agar-Gel geht sogar soweit, da mit letzterem 
orthochromatische Farbungen erhalten werden kénnen (Spek 
1940). 


6. Metachromasieerscheinungen an den Gallertsubstanzen 
der Flagellaten 


Sehr schéne Metachromasieerscheinungen werden auch an den Gallert- 
héfen der Flagellatenkolonien erhalten. So kann man an Gonium pectorale 
(Miiller), Pandorina morum (Miiller) und Eudorina elegans (Ehrenberg) fest- 
stellen, da auch hier die gleichen Konzentrationen geboten werden miis- 
sen wie bei der Trichocystenfarbung. Bei letzterer kann man namlich den 
Einwand machen, daB die hohen Konzentrationen des Farbstoffs nur als 
Reiz zum Ausstof der Tektinsubstanzen dienen und in Wirklichkeit diese 
starken Farblésungen fiir die metachromatische Farbung gar nicht not- 
wendig sind. Es zeigt sich aber hier an den freien Gallertsubstanzen der 
Kolonien ebenfalls, daf fiir die metachromatischen Reaktionen bei allen in 
der Tabelle aufgefiihrten Farbstoffen Konzentrationen von 1 : 30.000 bis 
10.000 benétigt werden. 

An groRen Gonium-Kolonien wurde beobachtet, da® die gefarbte Gallert- 
masse, in der die einzelnen Flagellatenindividuen eingebettet liegen, durch 
die Farbstoffeinlagerung eine auRerordentlich feste Konsistenz annimmt, 
die mit einem schneidbaren Gel zu vergleichen ist. Durch Deckglasdruck 
kann man die Einzelindividuen von der Schleimhiille trennen, ohne letztere 
zu zerstéren. Diese festen Gallertverbande geben im Dunkelfeld mit Janus- 
griin und Neutralrot keine positiven Reaktionen, sondern es zeigen sich wie 
an den Colpidienhiillen alle Ubergange von farblosen Hiillen bis zu roten 
bzw. griinen Leuchterscheinungen. Dagegen werden mit diesen Farbstoffen 
an Pandorina und Eudorina leuchtend rote und griine Héfe er- 
halten. Es treten namlich, ahnlich wie bei Paramaecium, chromotrope 
Substanzen bei der Einwirkung des Farbstoffs aus, die sich kreisf6rmig um 
die Gallertmasse herumlegen. Abb. 3 zeigt eine mit Neutralviolett gefarbte 
Pandorina. Der metachromatische Farbton der Gallerthiille ist ein kraftiges 
Braun, wahrend der die Hiille umgebende Hof etwas blasser erscheint, das 
darauf zuriickzufiihren ist, daB dieser Rand auferordentlich stark gequollen 
ist und die chromotropen Substanzen nicht in der Konzentration vorhanden 
sind wie in dem eigentlichen Gallertlager. AuBerordentlich schéne meta- 
chromatische Anfarbungen kann man auch mit Toluidinblau (rot), Thionin 
(rot) und Nilblau B (violett) erhalten. Durch Kohlensaureeinwirkung wird 
der Farbton nicht verandert. Vielfach werden auch von den Einzel- 
individuen selber innerhalb des Gallertverbandes durch die Farbstoff- 
einwirkungen schwach metachromatisch gefarbte Schleimhiillen ausgeschie- 
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Abb. 2. 


Trichocysten von Paramaecium caudatum im Dunkelfeld, gefarbt mit 


Janusgriin 1: 10.000. Die chromotropen, rot leuchtenden Substanzen liegen in der 
Randzone. Ok. 15, Obj. 90. 


Abb. 3. Pandorina morum, gefarbt 
mit Neutralviolett 1 :5000. Die schwa- 
cher metachromatisch gefiarbte Rand- 
zone wurde von austretenden chro- 
motropen Substanzen gebildet. 


Ok. 10, Obj. 20. 


Abb. 4. Eudorina elegans, gefarbt mit Tolui- 
dinblau 1 : 15.000. Die Randzone des Verban- 
des ist stirker, die ringférmigen Héfe um die 
Einzelindividuen sind nur ganz schwach meta- 
chromatisch gefarbt. Ok. 10, Obj. 20. 


Springer-Verlag in Wien Druck: Adolf Holzhausens Nfg., Wien 








Fallungsmetachromasie d. chromotropen Substanzen d. Ciliaten u. Flagellaten 53 


den, wie aus unserer Abb. 4 ersichtlich ist. Diese mit Toluidinblau gefarbte 
Eudorina-Kolonie zeigt einen sehr intensiv gefarbten Ring, der auch am 
ungefarbten Tier starker lichtbrechend erscheint 
als die nach innen anschlieRende Gallertmasse. 
Eine ahnliche Erscheinung findet man an den 
Schleimhiillen der Gymnodinien (Abb. 5). Auch 
hier ist zum Teil eine kraftiger gefarbte Rand- 
zone der Hiille nachgewiesen worden, was auf 
einen vermehrten Gehalt an Mucopolysacchari- 
den zuriickzufiihren ist. 
Bei allen Farbungen, bei denen der Farb- 
stoff immer unmittelbar auf das Tier einwirkt, 
sind, wie wir schon ausgefiihrt haben, zum 
Nachweis der chromotropen Substanzen ziem- 
lich hohe Konzentrationen erforderlich. Das an- 
dert sich nach der Fixierung. Wir benutzten 


meistens eine 10%ige Formollésung oder das sas aes : 
5 5 Abb. 5. Gymnodinium pa- 


Bouinsche Gemisch. In fixierte und griindlich 
gewaschene Kolonien dringt der Farbstoff 


auRerordentlich leicht ein, weil durch die Vor- 
behandlung die die metachromische Farbung in 


vivo hemmenden Faktoren fortfallen. So ge- 


lustre, gefarbt mit Toluidin- 
blau 1 :5000. Der Flagellat 
befindet sich in der meta- 
chromatisch rot angefarbten 


Hiille. Ok. 10, Obj. 40. 


lingt es jetzt mit bedeutend geringeren Konzen- 
trationen, metachromatische Effekte zu erzielen. Die gleiche Erscheinung ist 
auch an den Trichocysten der Ciliaten zu beobachten. 

Auch Volvox aureus (Ehrenberg) war cin 
interessantes Objekt fiir unsere Studien. Mit 
Toluidinblau 1:15.000 nimmt Volvox sofort 
einen prachtigen roten Farbton an. Besonders 
deutlich und ganz intensiv farbt sich die scharf 
abgegrenzte Membran, die die Kolonie umgibt, 
sowie die netzig-wabige Felderung, in der die 
Einzelindividuen sitzen. Die Tochterkugeln bil- 
den Schleimh6fe, die sie umgeben und die eben- 
falls einen kraftigen metachromatischen Farb- 
ton aufweisen. Sie selbst speichern den Farb- 
stoff im orthochromatischen Farbstoff sehr stark 
und werden dadurch nach kurzer Zeit dunkel. 
Es ergibt sich somit ein Bild, wie es unsere 
Abb. 6, hier mit dem rotfluoreszierenden BCV 
erhalten, zeigt. Der zwischen den Gittern lie- 
gende Grundton der Farbung wird durch die 
iibrige Gallertmasse, in der die Flagellaten ein- 
gebettet liegen, erhalten. Genau die gleichen 
Ergebnisse in ihren metachromatischen Farb- 
ténen liefern alle anderen Farbstoffe. Es ist dabei ganz gleich, ob man in 
saurem (pH 4) oder alkalischem (pH 8) Milieu farbt. Mit nicht metachroma- 


Abb. 6. Volvox aureus, ge- 
farbt mit metachromati- 
schem_ Brillantkresylviolett 
1:10.000. Der Ausschnitt 
zeigt die stark 
tende Gitterung 


hervorire- 

und die 

Tochterkugel mit schwacher 
Hiillenbildung. 





54 H. Woohsmann 


tischen Farbstoffen. wie auch mit dem griinfluoreszierenden BCV, werden 
rein orthochromatische Anfarbungen erhalten. Im Dunkelfeld wird auch das 
Verhalten der im Innern des Gallertmantels sich befindenden, wenig kon- 
sistenten Gallerte klar. Driickt man namlich mit Janusgriin behandelte 
Volvox-Kolonien mit einer Prapariernadel so, daB die Randmembran und 
der darunter liegende Gallertmantel platzen, dann tritt aus der Mitte ein 
leuchtend rotes Feld winziger Partikelchen — ein Zeichen, daB hier eine 
solartige Substanz vorgelegen hat, die in dieser Weise mit dem Farbstoff 
reagiert —. wie es auch Spek an der Amébenmembran zeigen konnte 
(Spek 1943). Der die Flagellaten einbettende Gallertmantel erscheint farb- 
los, was aber nichts gegen seine Eigenschaft als chromotrope Substanz be- 
sagen will. Sehr stark rot leuchten die Gittermembranen und die Hiill- 
membran des Randes. Mit Neutralrot erhalt man die gleichen Leuchterschei- 
nungen im griinen Farbton. 

Die Uberpriifung dieser chromotropen Substanzen durch den Kohlen- 
sdureversuch hat zunichst zu Irrtiimern gefiihrt, dergestalt, wie es bereits 
oben in dem Abschnitt Material und Technik erwahnt wurde. Uberschiissiger 
Farbstoff ist also unbedingt zu entfernen, um eine ganz genaue Konitrolle 
des metachromatischen Farbtons zu gewahrleisten. Durch die Einwirkung 
der Kohlensaiure schrumpfen die Kolonien etwas. ohne ihren Farbton zu 
andern. 

Vitalfarbungen in Farblésungen von 1 : 100.000 bis 50.000 lassen alle 
metachromatischen Effekte im Hellfeld vermissen. Die Gallertsubstanzen 
nehmen den Farbstoff nur schwach im orthochromatischen Farbton auf. 
Im Dunkelfeld zeigen die Gittermembranen und die Hiillmembran, wie zu 
erwarten, keine Leuchterscheinungen. Vitalfarbungen mit Nilblausulfat fiih- 
ren zu einer Reduktion des Farbstoffs, die das sofortige Absterben der 
Kolonien zur Folge hat. 

Metachromatische Anfarbungen wurden auch an einer Kolonie beobach- 
tet. die sehr grofe Ahnlichkeit mit der von Chatton_ beschriebenen 
Pleodorina hat (Pascher 4, 1927). Da aber nur wenige Exemplare zur 
Untersuchung vorlagen, soll der Hinweis. da auch die Gallerten dieser 
Kolonie aus einer chromotropen Substanz bestehen, hier geniigen. 

Bei den iibrigen von uns bearbeiteten phytomonadinen Formen haben 
wir recht unterschiedliche Ergebnisse erhalten. Wahrend sich bei Chlamy- 
domonas Braunii (Goroschankin) auch an den vegetativen Zellen metachro- 
matische Anfarbungen zeigen, konnten wir an den anderen untersuchien 
Flagellaten nur Anfarbungen ihrer Teilungs- und Palmellen- 
stadien feststellen. Der Farbstoff dringt in diese Gallertlager z. B. von 
Chlamydomonas intermedia (Chodat) langsam ein und farbt sie vom Rande 
her ganz metachromatisch an. Ebenso verhalten sich die Teilungs- 
stadien von Chlamydomonas Ehrenbergii (Goroschankin) und Chlamy- 
domonas Braunii. Hier befinden sich zwei abgekugelte Flagellatenkérper 
nach dem Teilungsvorgang in einer runden, sie umgebenden Hiille. Diese 
nimmt auferordentlich leicht den Farbstoff an, d. h. es geniigen schwache 
Konzenitrationen, die aber immer noch starker als die Vitalkonzentration 
sind. Auch die gloeocystisartigen Stadien. bei denen mehrere 





Fallungsmetachromasie d. chromotropen Substanzen d. Ciliaten u. Flagellaten 55 


mit einer Hiille umgebene Flagellatenprotoplasten in einem gemeinsamen 
Gallertlager ruhen, verhalten sich so. Im Dunkelfeld leuchten mit Janus- 
griin bzw. mit Neutralrot wenigstens die Palmellen rot oder griin, wahrend 


die im Hellfeld metachromatisch gefarbten Teilungs- und Gloeocystisstadien 
im Ultramikroskop kein Tyndall-Leuchten zeigen und nur durch den aufe- 
ren lichtbrechenden Rand der Hiille iiberhaupt wahrzunehmen sind. Hier 
muff auch erwihnt werden, daf® diese Farbungen zum grofen Teil nur im 
Friihjahr gelingen und da® sie im Herbst an den gleichen Objekten negativ 
ausfallen. Man kann schon an den ungefarbten Hiillen leicht den Unter- 
schied erkennen. Die im Herbst gebildeten sind viel starker lichtbrechend 
und haben einen glasartigen Charakter. Sie scheinen véllig oder sehr stark 
dehydratisiert zu sein, wahrend die Friihjahrshiillen eine mehr solartige 
Konsistenz zeigen. 

Chlamydomonas Braunii (Goroschankin) zeichnet sich im vegetativen 
Zustand durch eine basal und lateral vom Protoplasten abstehende Mem- 
bran aus. In diesem Zwischenraum treten nun mit basischen Farbstoffen 
metachromatische Farbungen auf. Es ist dabei nicht eindeutig zu unter- 
scheiden, ob hier eine chromotrope Substanz eingelagert ist, oder ob sich die 
Membran von der Innenseite her anfarbt. An diesen Flagellaten laBt sich 
besonders gut das Vitalitatskriterium nach metachromatischen Farbungen 
studieren. 

Sobald eine metachromatische Reaktion, und sei 
es mit geringsten Konzentrationen, zustande kommt, 
ist das Verhalten der Flagellaten nicht mehr als ein- 
wandfrei vital zu bezeichnen. Meistens erfolgt eine 
starke Rotation um die eigene Achse, bis dann vé6l- 
lige Bewegungslosigkeit eintritt. Mit der Bildung des 
metachromatischen Komplexes an der Membran sind 
irreversible Verhaltnisse aufgetreten, die die nor- 
malen Vorgange der Permeabilitat stéren. Das wird 
auch dadurch klar, daf® der Protoplast plétzlich stark 
Farbstoff aufnimmt. Treten Hiillenbildungen auf, so 
ist das nurals eine Abwehrreaktion gegen die konzen- 
trierte Farblésung aufzufassen. Setzt man die Proto- 
zoen zu diesem Zeitpunkt in ein normales Kultur- 
medium um, dann werden die Lebensauerungen wie- 
der normal, belaBt man sie in der Farblésung, tritt 
der Tod je nach der Konzentration friiher oder spater 
ein. Bei einer Vitalfarbung werden keine Tektinsub- 
stanzen ausgeschieden, weil im umgebenden Medium 
fast normale Zustande herrschen. Ein metachromati- 
scher Komplex kann auch gar nicht gebildet werden, 
weil eine gewisse Konzentration des Farbstoffes, die 
unbedingt zur Bildung eines solchen notwendig ist, 
nicht vorhanden ist. Auch im Innern der Zelle wird 
nie eine metachromatische Farbung gefunden aus 
Griinden, die spaiter in der Diskussion iiber den mut- 
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maRlichen Bau dieses metachromatischen Komplexes 
noch naher erértert werden sollen. 

Die gleichen Ergebnisse wie bei Chlamydomonas Braunii hatten wir 
auch bei Trachelemonas hispida (Stein) und Trachelemonas volvocina 
(Ehrenberg). Auch hier ist entweder die Innenwand des Gehiuses oder eine 
chromotrope Substanz, in die der Flagellatenprotoplast eingebettet ist, 
gefarbt. Im Dunkelfeld treten diese Substanzen nicht besonders hervor. 
Mit Kohlensaiure wird kein Farbumschlag erhalten. 

Es wurde schon oben erwahnt, da der Komplex aus Agar und dem 
rotfluoreszierenden Brillantkresylviolett sich auch in ganz sauren Bercichen 
halt (bis pH 1), genau so wie der Komplex Agar-Thionin und Agar-Viktoria- 
blau 4R. Die mit diesen Farbstoffen behandelten chromotropen Substanzen 
der Flagellaten waren ebenso gegen 1n HCL bestindig. Der metachroma- 
tische Farbton zeigte keinerlei Veranderungen. Die Komplexe anderer Farb- 
stoffe dagegen werden zerstért. So wird Kresylechtviolett durch Salzsiure 
sofort entfarbt: der Komplex Agar-Toluidinblau halt zunachst den meta- 
chromatischen Farbton auch in stark sauren Bereichen (pH 2), um bei wei- 
terer Zugabe von Saure plétzlich umzuschlagen. 

An den zur Untersuchung gelangten Peridineen Ceratium hirun- 
dinella (O. F. Miiller) und Peridinium tabulatum (Ehrenberg) konnten mit 
basischen Farbstoffen keine chromotropen Substanzen nachgewiesen werden, 
ebenso an den Dauercysten, die als lichtbrechende, glasklare, weite Hiillen 
den Flagellaten in seiner normalen Form umgeben. Hier gilt das auch auf 
5.31 iiber Dauercysten Gesagte. Anders aber verhalt sich schon innerhalb 
der Perideneae die oben S.353 erwahnte Gattung Gymnodinium (Familie 
Kyrtodiniaceae). Die festen Hiillen, mit denen diese Flagellaten sich in der 
kalten Jahreszeit umgeben, verhalten sich farberisch wie Dauercysten, doch 
die schleimigen, im Friihjahr bis Herbst gebildeten Hiillen reagieren mit 
geringsten Konzentrationen metachromatisch. Mit Toluidinblau 1 : 10.000 er- 
halt man das Bild, wie es unsere Abb. 5 darstellt. Schon nach kurzer Zeit 
beginnen sich die Hiillen vom Rande her einzudellen und nehmen immer 
mehr Farbstoff auf, bis sie zu einem vollig dunklen Kliimpchen zusammen- 
schrumpfen. 

Ein ahnliches Bild ergeben die metachromatischen Farbungen an den 
Hiillen von Euglena sanguinea (Ehrenberg) und velata (Klebs). Auch hier 
geniigen sehr schwache Konzentrationen 1 : 30.000, um die Hiillen anzu- 
firben. Sie nehmen immer mehr Farbstoff auf, schrumpfen und werden 
dunkel. Darum konnte die Farbung mit Kohlensaure nicht iiberpriift wer- 
den. Das Verhalten dieser Hiillen ist wohl auf ihre stark solartige Kon- 
sistenz zuriickzufiihren. Bei Euglena deses (Ehrenberg) und caudata (Hiib- 
ner) sind dagegen starke Farbstoffkonzentrationen nétig 1 : 5000, um sie 
zur Schleimabsonderung zu veranlassen. 

Von den anderen untersuchten Euglenen. deren Bestimmung iiberhaupt 
sehr groRe Schwierigkeiten bereitete, auf die wir aber hier nicht naher ein- 
gehen kénnen, ist besonders eine Form interessant, die nach der Siifwasser- 
flora von Pascher wohl fiir Euglena proxima (Dangeard) gehalten wer- 
den kann. aber in ihrem Habitus nicht ganz iibereinstimmt. Mit Toluidin- 
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blau wird diese Euglene vollkommen rot gefarbt. Das ist jedoch nur schein- 
bar der Fall, denn nach ganz kurzer Zeit beginnt sich eine Membran wellen- 
formig abzuheben. Dieser Vorgang kann durch leichten Druck auf das 
Deckglas beschleunigt werden. Die metachromatisch gefarbte Membran liegt 
dann neben dem in seiner Form meist erhaltenen und jetzt ungefarbten 
Flagellaten. Sie zeigt bei starkeren Konzentrationen eine streifige Struktur, 
bei schwicheren (1 : 30.000) ist sie homogen und quillt stark auf. Der meta- 
chromatische Farbton wie die gesamte Hiille bleibt auch nach dem Aus- 
trocknen des Praiparates unverindert lange Zeit erhalten, ein Zeichen, daf 
hier der metachromatische Komplex véllig dehydratisiert ist. 
Besonders schéne Praparate werden mit den Farbstoffen Athylviolett H und 
Nilblau B erhalten. Im Dunkelfeld ist das Bild der neutralrotgefarbten 
Membran nicht immer eindeutig, doch wird mit Janusgriin in jedem Falle 
das rote Streulicht erhalten. Wir haben also hier an dieser Euglene, wie 
Spek und Gillissen es an zahlreichen Amoben zeigen konnten, eben- 
falls eine Zellmembran gefunden, die aus einer chromotropen Substanz be- 
steht. An allen anderen Euglena-Arten, Euglena acus (Ehrenberg), acutis- 
sima (Lemmermann), oxyuris (Lemmermann), viridis (Ehrenberg) und an 
Phacus hispidula (Eichwein) und longicauda (Ehrenberg), wurden keine 
metachromatischen Farbungen an den vegetativen Zellen festgestellt. Beson- 
ders auffallig ist dieses Verhalten fiir Euglena viridis, deren Hiillen- 
bildungen in der Literatur mehrfach beschrieben worden sind (z. B. Klebs: 
Organisation einiger Flagellaten-Gruppen). 

Durch Absonderung chromotroper Substanzen zeichnet sich auch die zur 
Ordnung Chrysomonadinae gehérige Synura uvella (Ehrenberg) aus. Nach 
der Einwirkung von konzentrierten Janusgriinlésungen (1 : 5000 bis 1 : 10.000) 
werden am Rande der Kolonie schubweise Substanzen abgegeben, die mit 
dem Farbstoff sofort einen festen Komplex bilden, so da& keine einheit- 
liche homogene Hiille entsteht, sondern nacheinander gebildete, der duReren 
Form der Kolonie sich anpassende Lagen. Mit anderen basischen Farb- 
stoffen erhalt man entweder das gleiche oder ein ahnliches Bild. In der 
Folge quillt die Kolonie ganz auseinander. Der Rand, und auch oft ein- 
zelne Substanzen im Einzelindividuum, sind im orthochromatischen Farb- 
ton tingiert: im ganzen ist die Farbung scheinbar eine metachroma- 
tische. Im Verlauf ciner halben Stunde namlich wird der Kern. dessen 
Lage auch durch die Feulgen-Reaktion bestimmt wurde. immer starker 
rot gefarbt, wahrend die metachromatische Farbung des Einzelflagellaten 
mehr und mehr verblaft. Es handelt sich also hier sicher nicht um eine 
Fallungsmetachromasie. Die metachromatische Kernfarbung wurde auch an 
Colpidien gefunden (s. S. 46), ebenso an der cryptomonadinen Chilomonas 
paramaecium (Ehrenberg). Diese Kernfarbungen, die mit besonderer Regel- 
maBigkeit bei Synura zu finden waren, sind offensichtlich von anderer 
Natur als die metachromatischen Komplexe der Fallungsmetachromasie. 
Mit verdiinnter Salzsiure wurden orthochromatische Umschliage beobachtet, 
obwohl durch die Behandlung mit Salzsdiure oder Kohlensaiure die Chro- 
matophoren, zwischen denen der Kern liegt, stark Farbstoff aufnehmen 
und sich rasch dunkel farben und den Kern zum Teil iiberdecken, so da® 
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auch wegen der Kleinheit des Objekts die Beobachtung sehr schwierig ist. 
Auch sonst zeichnen sich diese metachromatischen Kernfarbungen dadurch 
aus, daB sie verhaltnismaBig schnell eindunkeln, d. h. den Farbstoff im 
orthochromatischen Farbton nach und nach absorbieren, und unterscheiden 
sich dadurch schon von den gewoéhnlichen metachromatischen Komplexen. 
Im Dunkelfeld leuchten die letzteren mit Janusgriin feuerrot, wahrend die 
Region des Kerns blau erscheint. 


7. Farbungen mit anderen Schleimfarbstoffen 


Diese metachromatischen Farbungen an Protozoen sollten nun noch mit 
den bekannten Schleimfarbstoffen aus der Histologie iiberpriift werden. 
Nach Schaffer kann man nach dem farberischen Verhalten zwischen 
mukésen und mukoiden Schleimen unterscheiden. Mit den basischen Farb- 
stoffen Safranin, Thionin und Toluidinblau sowie mit Muzikarmin werden 
die mukésen, mit Bestschem Karmin und Anilinblau die mukoiden Schleime 
gefarbt. Nach den in dieser Arbeit ausgefiihrten Farbungen mit den meta- 
chromatischen Farbstoffen Safranin, Thionin und Toluidinblau war schon 
zu erwarten, da diese Schleimsubstanzen in die mukése Gruppe eingereiht 
werden kénnen. In der Tat fielen alle Farbungen der chromotropen Sub- 
stanzen mit Muzikarmin positiv aus. Die Membran der Euglena proxima 
war typisch rot gefarbt und lést sich genau so vom Flagellaten wie bei der 
Behandlung mit basischen Farbstoffen, allerdings ohne daf Strukturen er- 
kennbar wurden, wie man sie mit starkeren Konzentrationen bei meta- 
chromatischen Farbungen erhalt. 

Voloox aureus wurde in einem Gemisch von einem Teil Formol und 
zwei Teilen abs. Alkohol fixiert, ebenso in Bouin. Mit Bestschem Karmin 
wird das auBere Gallertlager nicht oder nur ganz schwach gefarbt, dagegen 
ireten die Tochterkugeln (nicht ihre Schleimhiillen) und eine im Innern 
liegende Substanz stark gefarbt hervor. Hier handelt cs sich wahrschein- 
lich um die wenig konsistente Gallerte, die, wie wir oben berichtet haben. 
im Dunkelfeld durch leichten Druck auf das Deckglas aus der Mitte der 
Kolonie mit Janusgriin rotleuchtend austritt. Mit Anilinblau wird die 
Kolonie vom Rande aus ganz schwach blaulich gefarbt. Mit der Bestschen 
Farbung ist keine Ubereinstimmung vorhanden. Mit Muzikarmin dagegen 
erhalt man ein Bild. wie es die metachromatischen Farbstoffe auch geben. 


8. Diskussion 


Wie in der Einleitung schon gesagt wurde, sollte in dieser Arbeit das 
Verhalten der chromotropen Substanzen an méglichst zahlreichen tierischen 
Objekten bei direkter Farbstoffeinwirkung untersucht werden. Das war 
notwendig, weil der gréRte Teil der Arbeiten. die das Metachromasie- 
problem behandeln. entweder an fixierten Schnitten oder an Modellsub- 
stanzen ausgefiihrt wurde. Diesen Arbeitsmethoden, die das dynamische 
Geschehen der Zelle nicht in Betracht ziehen, miissen Untersuchungen am 
lebenden Objekt parallel laufen, wenn die aus den anderen Arbeiten 
gezogenen Schliisse nicht nur einen begrenzten Wert haben sollen. 
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Schon Spek konnte in zahlreichen Versuchen zeigen, da mit Vital- 
konzentrationen keine metachromatischen Reaktionen erzielt werden kén- 
nen. Er farbte Gewebe, z. B. Knorpellamellen vom Hinterende des Sternums 
von Rana esculenta sowie Randsiume vom Coracoid von Salamandra 
maculosa, die schon von vornherein grofe Mengen von chromotropen Sub- 
stanzen enthalten, vital mit basischen Farbstoffen an: zum anderen machte 
Spek mit Hilfe von Mikromanipulator und Mikropipetten Injektionen 
von Lésungen chromotroper Substanzen in Zellen, welche mit metachroma- 
tischen Farbstoffen vital gefarbt wurden. Das Ergebnis war so, daf in 
keinem Falle eine metachromatische Reaktion mit den verdiinnten Farb- 
stofflésungen zustande kam. Wohl farbten sich Substanzen im Farbton der 
alkalischen Seite, doch durch Einleiten von Kohlensaiure oder Einlegen 
dieser Objekte in Natriumacetat-Essigsiurepuffer pH 4,62 konnten diese 
Umschlage riickgangig gemacht werden. 

Lison (1935) untersuchte das Verhalten von Modellsubstanzen wie 
Agar und Chondroitinschwefelsiure mit basischen Farbstoffen im Reagenz- 
glase. Er fand, da schon geringe Mengen dieser Substanzen auch in sehr 
verdiinnten Lésungen nachgewiesen werden kénnen. Die basischen Farb- 
stoffe zeigen dann einen Farbton, der sonst nur in alkalischen Bereichen 
auftritt. Diese Erscheinung wurde als .,L’erreur metachromatique” bezeich- 
net und fand in der Folgezeit iiberall Beachtung in der Literatur. Damit 
schienen alle kolorimetrischen pH-Messungen mit den bekannten basischen 
Farbstoffen hinfallig zu sein, denn schon geringste Mengen von chromo- 
tropen Substanzen in der Zelle sollen eine Alkalitat vortauschen, die in 
Wirklichkeit gar nicht vorhanden ist. Diese nur auf Modellversuchen basie- 
rende Anschauung muf® als etwas voreilig gelten, denn in der lebenden 
Zelle verhalien sich chromotrope Stoffe den Farblésungen gegeniiber 
ganz anders. In der lebenden Zelle selbst sind sie anscheinend weder mit 
Vitalkonzentrationen noch mit starkeren Farblésungen festzustellen. Das 
wird auch aus Speks Versuchen an der Amébenmembran deutlich. Durch 
Anpusten mit der Mikropipette war diese nur von aufen, nicht vom Innern 
her mit starken Konzentrationen farbbar. Es sind also im Innern der Zelle 
besondere Faktoren vorhanden, die diese Reaktion der beiden Komponenten 
Farbstoff + chromotroper Substanz verhindern. Auch in der vorliegenden 
Arbeit konnten entgegen den Anschauungen Lisons in der Zelle selbst 
keine metachromatischen Anfarbungen festgestellt werden. Einmal werden 
diese Komplexbildungen nur mit sehr starken Farblésungen erhalten, 
keineswegs bei der Vitalfarbung: zum anderen traten sie nur auferhalb 
der Zelle und nach ihrer Quellung hervor. Die an Protozoen beobachteten 
metachromatischen Fiarbungen treten erst bei 1 : 50.000 und stiairkeren Kon- 
zentrationen auf, und es laBt sich daraus die allgemeine Regel ableiten, da 
die Faillungsmetachromasie da beginnt, wo die Vital- 
firbung aufhort. 

Die mit Janusgriin und Neutralrot gefarbten chromotropen Substanzen 
verhalten sich im Dunkelfeld recht unterschiedlich. Einige Objekte, wie z. B. 
die Trichocysten von Paramaecien, die ausflieRenden chromotropen 
Stoffe bei Pandorina u. a. zeigen mit Neutralrot das griine, mit Janusgriin 
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das rote Tyndall-Licht, andere wiederum, und das sind die recht festen 
gelartigen Hiillsubstanzen, zeigen Ubergange im Farbton, oder der Kom- 
plex erscheint optisch leer. Das Streulicht beruht auf der Beugung des 
Lichtes an den metachromatischen Komplexen einer bestimmten Gréfen- 
ordnung. Ferner ist fiir den positiven Ausfall dieser Reaktion eine ge- 
wisse Beweglichkeit dieser Komplexteilchen im Sol oder Gel nétig, und 
ebenso spielt auch der Grad der Hydratation eine wichtige Rolle. 
Das Streulicht fallt jedenfalls immer an Hiillen und Gallertsubstanzen 
von solartigem Charakter positiv aus und an Substanzen, die von gelartiger 
Natur sind, negativ. Ist das Gel noch fester in seiner Konsistenz, dann 
kommt es nicht einmal mehr zu einer Anfarbung desselben, wie die Ver- 
suche an den Dauercysten zeigen. Wir stellen uns den Vorgang der Ent- 
stehung dieses Streulichtes etwa folgendermafen vor: Der Farbstoff ver- 
bindet sich mit der chromotropen Substanz in der Weise, daf aus diesem 
Komplex Wasser austritt. Die metachromatisch gefiarbten Substanzen 
sind ja stark oder teilweise sogar voéllig dehydratisiert und erhalten 
dadurch die Eigenschaften eines Suspensionskolloids, das sich deut- 
lich im Dunkelfeld von einem hydrophilen Kolloid durch seine stark 
leuchtenden Teilchen unterscheidet. Dieser Effekt beruht darauf, daf bei 
letzterem Wasser an- oder eingelagert enthalten und infolgedessen der 
Brechungsexponent von disperser Phase und Dispersionsmittel sehr gering 
ist. Diese Erscheinung ist also auch als ein weiterer Beweis fiir eine 
Dehydratisierung der Komplexe zu werten. Bei den gelartigen chromo- 
tropen Sioffen ist die Beweglichkeit der Teilchen eingeschrankt, und der 
Komplex ist von gréberer Struktur. Das Streulicht zeigt Uberginge im 
Farbton, weil eine gewisse GréRenanordnung des Komplexes nicht vorhan- 
den ist, so wie man von feindispersem Gold, das im Ultramikroskop rot 
leuchtet, alle Ubergiinge bei gréberen Phasen von Violett nach Blau erhiilt. 
Als spezifische Reaktion ist dieses Streulicht also nicht zu werten, doch 
kénnen damit chromotrope Sole im Dunkelfeld analysiert werden. 

Was den Bau des Komplexes selber anbetrifft. so ist die Erklarung von 
Bank und Bungenberg de Jong sehr bestechend. Sie fassen die 
Metachromasie als Folge der Elektroadsorption des Farbstoffkations an die 
ionogenen Stellen des negativen Biokolloids* auf. In erster Linie ist die 
Ladungsdichte eines Biokolloids, in zweiter Linie die Zusammensetzung 
ihrer ionogenen Gruppe wichtig. So sind die sulfatfiihrenden Kolloide 
Mucoidinschwefelsiure und Chondroitinschwefelsiure besonders gute Meta- 
chromasieerreger. weil sie einmal die giinstigen Sulfatgruppen fiihren und 
zum anderen sehr ladungsdicht sind. Der metachromatische Farbton selbst 
ist die Folge einer Aggregation der Farbstoffionen, die durch van der 
Waalsche Krafte zustande kommt. Die Farbstoffionen haften nicht mit 
ihren ionisierten Stellen aneinander, sondern .kleben mit ihren organi- 
schen Resten fest“. An diesen Stellen sollen die Alkohole angreifen, die 
bekanntlich die Metachromasie stéren und die Aggregation der Farbstoff- 
ionen lockern. Gegen diese Theorie ist folgendes anzufiihren: Aus der 
Vitalfarbung ist bekannt. daB Adsorptionsverbindungen nur langsam ent- 
stehen. und erst recht kann man sich dieses Verhalten von der nachfolgenden 
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Aggregation der Farbstoffionen mit Hilfe der van der Waalschen Krifte 
vorstellen. Die Erscheinungen der Fiallungsmetachromasie treten aber 
plotzlich im Moment des Zusammentretens beider Komponenten auf. 
Weiterhin ist schwer einzusehen, auf welchen Faktoren die groRe pH-Be- 
standigkeit bei’ diesen verhaltnismaRig lockeren Elektroadsorptionsverbin- 
dungen beruhen. Es konnte ja nachgewiesen werden, da die Komplexe mit 
verschiedenen Farbstoffen im Bereich von pH 1 bis 12 unverdndert exi- 
stieren. Wenn das nicht mit allen metachromatischen Farbstoffen der Fall 
ist, so liegt das daran, da wie bei Kresylechtviolett der Farbstoff durch 
Saurezusatz einfach zerstért wird. Durch eine Aggregation von Farbstoff- 
ionen kann auch ein Farbtonwechsel nicht erklart werden. Die Farbionen 
sind ja immer fiir den orthochromatischen Farbton verantwortlich. Kommt 
es wirklich zu einer Aggregation, dann fragt es sich, ob sie noch als Ionen 
vorliegen. Den reinen metachromatischen Farbton tragen die undissoziierten 
Farbsalzmolekiile, wie Spek photometrisch feststellen konnte. In einem 
waRrigen Medium ist aber bei der Annahme einer Adsorptionsbindung 
das Vorhandensein von Farbsalzmolekiilen ziemlich unwahrscheinlich. 

Auch bei den optischen Untersuchungsmethoden stiitzt man sich zum 
Teil auf falsche Voraussetzungen. Die Metachromasie der Ribonuclein- 
siuren und auch von Agar wird von anderen Autoren (Flax u. Himes 
1952) auf eine Polymerisation des Farbstoffs zuriickgefiihrt. Zu diesem 
Schlu8 kommt man durch die Ahnlichkeit der Absorptionsgipfel der Farb- 
stoffe, welche an Gewebe gebunden sind, mit denen, die in der Farblésung 
vorhanden sind. Die metachromatischen Farbstoffe in wafrigen Lésungen 
folgen nicht dem Beerschen Gesetz, und viele Autoren beziehen sich darum 
auf die Arbeiten von Scheibe (Kolloidzeitschrift 82, 1938), der bei seinen 
Untersuchungen verschiedener Farbstoffe, z. B. Pinacyanol, die erste in 
verdiinnten Lésungen auftretende Bande der monomolekularen Form zu- 
schreibt und die zweite dem Polymerisat. Fiir die basischen metachroma- 
tischen Farbstoffe ist das nicht richtig. Fast alle Autoren haben iibersehen, 
da diese Farbstoffe fluoreszieren, S pe k dagegen konnte schon 1940 nach- 
weisen, daff die erste in sehr verdiinnten Lésungen auftretende Bande die 
des fluoreszenzerregenden Lichtes ist, die natiirlich bei der Konzentrations- 
zunahme in gleichem Sinne mit der des Farbsalzes nicht zunehmen kann, 
da die Fluoreszenz in konzentrierteren Lésungen ja durch die sogenannte 
Konzentrationsléschung schwiacher wird. Es kann also aus dem Verhalien 
dieser beiden Banden nicht auf ein Anwachsen der Polymerisation geschlos- 
sen werden, ebensowenig wie auf zwei Farbstoffmodifikationen, deren Pro- 
portion nach Lison 1935 sich in der Farblésung bei zunehmender Kon- 
zentration verschieben soll. 

Fiir die Vorstellung, die wir von diesem Komplex haben, ist das auch 
gar nicht nétig. Nach Spek ist die Reaktion zwischen chromotropen Sub- 
stanzen und den sogenannten metachromatischen Farbstoffen eine spezi- 
fische, bei der sich die beiden Komponenten gegenseitig ausfallen. Die 
ausgefallte Substanz macht einen eigenartigen, sehr dehydrierten Eindruck 
und besteht aus diinnen Hautchen und Fetzen und zerfallt beim Schiitteln 
in ein trockenes Pulver. Der Farbstoff ist in ihm fest in sehr wasserarme 
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oder gar wasserfreie Kolloidteilchen eingebaut und kann dort nur in Form 
der Farbsalzmolekiile vorliegen. Die Molekiile der Farbsalze haben aber, 
wie Aussalzversuche und Farbinderungen sehr konzentrierter Farblésungen 
lehren, eine andere Farbe als ihre Ionen, und damit ist auch die Erkla- 
rung fiir die Komplexbildung zwischen chromotroper Substanz und meta- 
chromatischem Farbstoff gegeben. Die Molekiile des Farbsalzes oder der 
Farbbase haben die gleiche oder doch eine sehr ahnliche Farbe. Hieraus 
erklart sich das alte Riatsel, da& der metachromatische Farbton annihernd 
dem der freien Base enispricht und in dem metachromatisch gefarbten 
Komplex doch nicht die Farbbase vorliegt. Durch starke Ansaiuerung 
kann der Komplex gesprengt werden, wobei der metachromatische Farb- 
ton verschwindet. Innerhalb weiter Grenzen bleibt aber der metachroma- 
tische Farbton von einer Anderung des pHs der Umgebung unberiihrt. 
Auch das ist jetzt ohne weiteres verstandlich, denn in welcher Form der 
Farbstoff im Komplex mit der chromotropen Substanz auch vorliegt, mit 
den H-lonen der Umgebung kann er nicht in Wechselwirkung treten, da 
ja in dem dehydrierten Teilchen zu so einer Reaktion gar kein Wasser 
zur Verfiigung steht. Die Farbsalzmolekiile des metachromatisch gefarbten 
Komplexes gehen wieder in orthochromatisch gefarbte Ionen iiber, wenn 
der Komplex gesprengt wird und Wasser in ihn eintriit. 

Komplexe ahnlicher Art sind aus der Chemie schon seit einiger Zeit be- 
kannt. Es handelt sich um die sogenannten Einschlu&verbindungen. Der 
einschlieRende Stoff mu Hohlraume haben, die entweder schon in der 
Molekel vorhanden sein kénnen oder sich im Kristallgitter des einschlieRen- 
den Stoffes befinden: ferner muB der einzuschlieRende Stoff in den vor- 
handenen Hohlriumen geniigend Platz finden. Als Einschlufverbindung 
hat sich z. B. die Jod-Starke-Reaktion herausgestellt (Einzelheiten in der 
Zeitschrift Angewandte Chemie Nr. 16, 1952: F. Cramer, EinschluB- 
verbindungen). Die intensive Blau- oder Violettfarbung des Jods wurde 
bisher als eine Adsorption der Jodmolekiile an die Starke gedeutet. Auch 
Agar gibt eine blaue Jodfarbe, was nur EinschluBverbindungen tun, soweit 
man heute weil. Agar bildet also mit Sicherheit Einschlu&kaniale. Besonders 
auffallig ist auch hier, da die Farbung beim Erhitzen reversibel ver- 
schwindet, eine Eigenschaft, die auch unsere metachromatischen Komplexe 
aufweisen. Eine Ubereinstimmung zeigt auch das Verhalten der Indikatoren 
in solchen EinschluBkanilen, z. B. in Cyklodextrinen, den Abbauprodukten 
der Starke. Sie schlagen in ganz anderen pH-Bereichen um. Methylorange 
bleibt auch in saurer £-Dextrinlésung gelb. Kongorot bildet mit y-Dextrin 
eine EinschluBverbindung und ist dann in saurer Lésung nicht mehr blau. 
Hier soll auch an die Befunde von Burk! (1951) erinnert werden, der 
nach Behandlung mit Chromsaure ebenfalls die dabei entstehenden Abbau- 
produkte der Starke metachromatisch farben konnte. Die Farbstoffe ver- 
halten sich so, als ob sie in einer alkalischen Lésung waren, doch wird der 
pH-Wert nicht geandert. Cramer (1952) nimmt an, daf eine solche 
Lésung aus zwei Phasen besteht, einer sauren wafrigen und einer zweiten 
mikroheterogenen im Dextrinhohlraum. Auch fiir Eiweifsubstanzen sind 
EinschluBverbindungen nachgewiesen worden. So kénnen z. B. Globine und 





Fallungsmetachromasie d. chromotropen Substanzen d. Ciliaten u. Flagellaten 63 


Albumine Farbstoffe und auch Salze in dieser Weise binden. Das Zuriick- 
drangen der Metachromasie durch Salze léBt sich also so deuten, da® 
auch Salze in die Hohlraiume eingeschlossen werden, die demnach den 
Farbstoff verdraingen. Die Bildung von Farbstoff-Protein-Verbindungen 
wird dadurch erkannt, daf in Proteinlésungen Verschiebungen der Absorp- 
tionsmaxima aufireten. Das sind ebenfalls Erscheinungen, die aus der 
spektroskopischen Untersuchung der Metachromasie bekannt sind. Auch 
die Tatsache, da in der Zelle niemals chromotrope Substanzen nachge- 
wiesen werden, lat sich an Hand der Einschlufverbindungen deuten. 
Die Hohlraume sind entweder von Salzen oder anderen Stoffen blockiert 
oder erlangen erst ihre erforderliche Gréfe fiir die Farbstoffeinlagerung 
durch die Quellung nach dem Austritt in das umgebende Medium. Auch 
die ratselhaften Fiarbeerscheinungen der negativen und positiven Meta- 
chromasie von Nucleinséuren lassen sich auf diese Weise leichter erkliren. 
Lison und Mutsaars (1950) konnten z. B. feststellen, daB das Maxi- 
mum der positiven Metachromasie erhalten wird, wenn 500 Molekiile 
Thionin auf ein Phosphorsaureradikal bezogen werden, wahrend bei nega- 
tiver Metachromasie nur 350 Molekiile des Thionins fiir ein Phosphorsaure- 
radikal vorhanden sind. Ein ahnliches Verhalten zeigt auch die Hyaluron- 
saiure. Diese Erscheinung hangt vielleicht von der GréRe des Molekiilkafigs 
ab, der in einem bestimmten Zustande 500, in einem anderen eben nur 
50 Molekiile Thionin aufnehmen kann. 

In der vorliegenden Arbeit konnte ebenfalls eine metachromatische 
Farbung an Protozoenkernen nachgewiesen werden. Fiir den Nachweis der 
chromotropen Substanzen tritt damit eine Schwierigkeit auf, denn es han- 
delt sich in diesem Falle nicht um ein Tektin, sondern um Nucleinsaduren, 
die diese Reaktion auslésen. Zur Unterscheidung kann bisher nur die 
bedeutend langsamere Art der Anfarbung und die nicht in so weiten 
Grenzen wie bei den Tektinsubstanzen liegende pH-Bestandigkeit heran- 
gezogen werden. Die metachromatische Anfarbung der Kerne kommt auch 
nicht mit jener RegelmaRigkeit zustande wie an den Tektinkomplexen. 
Dieses Verhalten der Kerne bei der Einwirkung konzentrierter basischer 
Farbstofflésungen wird ein Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. 
Uberblickt man das Verhalten der Einschlufverbindungen und der meta- 
chromatischen Komplexe, so finden sich folgende Ubereinstimmungen: 

1. Einschlu&verbindungen und metachromatische Komplexe kommen 
immer leicht bei starken Farbstoffangeboten zustande; 

2. EinschluRverbindungen und metachromatische Komplexe haben den 
sogenannten Temperatureffekt gemeinsam; 

3. gleichen sie sich im Verhalten der Indikatorreaktion; 

beiden Bindungstypen ist eine gewisse Saurefestigkeit eigen: 

ist eine Ahnlichkeit in den photometrischen Kurven vorhanden; 

ist das Vorhandensein von Hohliraumen in Mucopolysacchariden, 
in Agar, nachgewiesen: 

7. stimmen sie im Verhalten gegen Salze iiberein. 

Die Natur dieser Einschlu8verbindungen ist zwar noch nicht hinreichend 
geklart, und es laBt sich heute noch nicht schliissig beweisen, ob es sich in 
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unserem Falle wirklich um eine EinschluRverbindung handelt, da die genaue 
raumliche Struktur der genannten Polymeren bisher noch in keinem Falle 
bekannt ist. Doch wurde auch von anderer Seite schon eine EinschluRver- 
bindung fiir Agar und Schleimsubstanzen in Erwagung gezogen (F. C ra- 
mer 1954). Das in vielen Fallen iibereinstimmende Verhalten der Ein- 
schlufverbindungen und der Farbstofftektinkomplexe laft aber doch ver- 
muten, daf die letzteren aus einer Verbindung dieser Art bestehen. 

Groen Dank schulde ich meinem hochverehrten Lehrer Herrn Prof. 
Dr. J. S pek dafiir, daf er mir jederzeit seine wertvollen wissenschaftlichen 
Erfahrungen zur Verfiigung stellte. 


9. Kurze Zusammenfassung der Hauptergebnisse 


Es wurde das Verhalten der chromotropen Substanzen an lebenden 
Objekten (Protozoen) bei direkter Farbstoffeinwirkung untersucht. Aus den 
gesetzmaRigen Anfarbungen des Tektins, der Trichocysten und der ver- 
schiedensten Gallertsubstanzen der Flagellaten ergibt sich fiir diese Stoffe 
eine Chromotropie, die auf der Bildung eines metachromatischen Kom- 
plexes beruht. Dieser zeichnet sich durch die folgenden Kriterien aus: 

1. Die Bildung solcher Komplexe gelingt nie in, sondern nur auferhalb 
der Zelle, mit einer Ausnahme, der unter manchen Umstinden sich meta- 
chromatisch anfarbenden Zellkerne. 

2. Die Anfarbungen kommen nur mit Farbstoffkonzentrationen zustande, 
die héher sind als die zur Vitalfarbung verwandten. Daraus lat sich die 
Regel ableiten, daB die Fallungsmetachromasie da beginnt, wo die Vital- 
farbung aufhdért. 

3. Die metachromatischen Anfarbungen sind in weiten Grenzen pH-be- 
standig. 

4. Im Dunkelfeld zeichnen sich solartige mit Janusgriin und Neutralrot 
gefarbte Substanzen durch ein rotes bzw. griines Streulicht aus, wahrend 
in gelartigen Komplexen das Streulicht Uberginge im Farbton zeigt. Das 
starke Leuchten im Ultramikroskop beruht auf der Dehydratation des 
Komplexes. In diesen ist das undissoziierte Farbsalzmolekiil als Trager des 
metachromatischen Farbtons eingebaut. 

5. Es wurde der Versuch gemacht, den Komplex als Einschlu®verbindung 
zu erkliren. 
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Introduction 


Translocation and accumulation of alkaline salts can be studied from 
the point of view of their osmotic effects on growth and cell development. 
Osmotic pressures of nutrients of > 19 atm have been shown to be lethal. 
Tensions of <.3 atm did not reduce the growth of crop plants, and those 
of <1.5 atm maximized it [1, 6]. Radioactive potassium in the nutrient 
medium provides an excellent means to relate the uptake of a cation to 
its osmotic pressure. 


The purpose of the present investigation is a time-sequential study of 
patierns of potassium uptake which presents several questions: What law, 
if any, does the process of potassium uptake follow, when sunflower plants 
are subjected to sudden changes of the external potassium concentration ? 
To which extent can sunflower roots regulate the entry of potassium ions? 
Is tolerance of nonhalophytic plants to alkalinity and to potassium deter- 
mined by time-dependent or concentration-dependent factors ? With these 
questions in mind the following experiments were performed. 


Methods 


Sunflower plants (Helianthus annuus) were grown from seed until the 
fourth pair of leaves was sufficiently large for the application of a scintil- 
lation counter to the central leaf vein. The plants were then transferred 
to single salt solutions of K*2HCO,, out of which K42+ started to enter the 


1 This work was undertaken while the author was a Postdoctoral fellow of 
the National Research Council in conjunction with the U.S. Atomic Energy Com- 
mission. 

2 Present address: Cancer Research Laboratory. The Medical School. The 
University of Virginia, Charlottesville, Virginia, U.S. A. 
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xylem. The resultant radioactivity was measured by a localizing scintil- 
lation count-rate meter [4]. 

Sunflower seeds were planted into washed, commercial vermiculite in 
No. 2 earthenware crocks with bottom drains. The vermiculite was alter- 
nately subirrigated with and drained of 1/10 strength Hoagland’s No. 2 
nutrient solution [2] by the proper adjustment of a hydraulic irrigation 
system. The total macronutrient concentration was 18.71 me/l., equal to 
0.77 atm osmotic pressure, disregarding the additional micronutrients B, 
Cu, Fe, Mn and Zn. The plants grew under a daily dose of 15 hours of 
artificial light of an intensity of 1,400 foot-candles about 84cm. above the 
vermiculite level. Illumination ceased at 8 p. m. A fan moved air horizon- 
tally over the plants about 140cm. above the vermiculite. This culture 
system produced vigorous plants. 

When the leaves of the fourth pair were 12 to 15 cm. long, the plant was 
removed from the vermiculite, and the roots were rinsed with tap and 
distilled water. The plant was transferred to 2 liters of distilled water 
in a Tygon coated No. 10 tin can, which was then placed into the counter 
assembly. About a half hour elapsed between removal of the plant from 
the crock and full operation of the counter assembly. The time interval 
was used to add a selected mixture of KHCO, and K42HCO, to the water 
which was aerated vigorously throughout the experiment. Then the lead 
shielding of the apparatus was completed [4], the time being then approxi- 
mately 10 a.m. 

Five concentrations of potassium bicarbonate with osmotic pressures of 
0.284, 0.864 (approximately equal to the osmotic pressure of the previously 
used Hoagland’s solution), 2.570, 7.560 and 28.15 atm were then prepared 
one after the other in the tin can. Osmotic pressures were calculated from 
the freezing point depression of the solution [3]. 

The range of 0.284 to 28.15 atm osmotic pressure was selected to enclose 
a hypotonic value and one above the 15 atm permanent wilting soil-water 
tension. Each plant remained in its respective potassium bicarbonate 
solution for 2 to 3 days, while the amount of decaying K#? in the area 
surrounding the central leaf vein of one leaf of the fourth pair was 
recorded. 


Results 
General observations 


The time sequence of decay corrected total counts per minute (c/m) in- 
dicated a three phase uptake from the time of the addition of the isotope 
to 1,800 min. later. The first phase was a period of rapid exponential 
accumulation; saturation occured during the next phase; and a sudden 
increase of potassium uptake was found in the third phase from all but 
the 0.864 atm solution. These phases appeared to be independent of the 
light periods. 

The elapsed time at the end of the saturation phase showed a positive 
exponential relation with the osmotic pressure of the solution. Further- 
more the pressure, at which the leaves first showed scorching, was related 
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inversely to the elapsed time, at which leaf damage was detected first. 
This period of time varied directly with the time at which the maximum 
K*#2 concentrations appeared in the leaves. 


Detailed study 


The total apparent potassium activity was observed continuously on the 
recorder of the scintillation countrate meter. The record of the recording 
milliammeter was inspected visually for fluctuations and abnormalities. 
Experiments which showed abnormal background fluctuations were re- 
peated. The record was read off the recording chart at 1 min. intervals 
until a fairly smooth and level tracing appeared at about % to 1% h. after 
the addition of the isotope. Then 15-min. intervals were read off until 1h. 
intervals became justified by a smooth tracing. 

The net apparent activity was determined by the following method: 

Let B = observed background current in milliamperes before the ad- 
dition of the isotope, 
C = observed current after the addition of the isotope and after 
completion of its shielding, 
factor for decay correction where zero-time is the time of the 
isotope addition, 
n number of background readings at 1-minute intervals, 
N = net current after background and scale factor correction, 
S scale factor of the count-rate meter as determined by scale 
calibrations with a signal generator, 
t time in minutes, 
T+), = half life of the isotope in minutes, 
Y, = apparent activity of isotope in counts per minute under the 
crystal in the tested leaf area, 
y = y, corrected for decay. 
Then the mean background current 


— 8B 
Bic 
n 
and the net current is Bie as 
Sz 
C— : 2 
=e (2) 
The decay-corrected apparent activity is a function of the relative 
magnitudes of net current and half life, because 
__ 0.693 


2 3 
Yoe ™ ; (9) 


__ 0.693 ¢ 
~ 746.40, 
yY = Yoe . 


The correction factor for decay is therefore 
aa 228 t 
_ _ 9 — 9.000928 ¢ 
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which is related to the corrected activity by 
N 

ee 

It can be expanded by substituting corresponding values to 


Sz 


— 8 1 
= 8, (C—B) 5 (=wavom 7} (7) 


or in a simplified form 


2 — 0.000928 t 
y = (C—Bje 3 (8) 
1 


Corrections for effects of variations of the temperatures of cooling water 
for the scintillator and of room temperature could be omitted, because 
checks failed to reveal their significance within the frame of these experi- 
ments. 
The rate of uptake was determined in the following way: 
Let n number of readings, 
where n 10 for 1-min. readings, 
4 for 15-min. and 1-hour readings, 
x for readings between periods of unequal duration; 
rate of uptake in (c/m) min.—, 
time in minutes at the start of a class interval of ¢ minutes, 
time in minutes at the end of a class interval of ¢ minutes, 
value of equation (8). 
Then the following statements can be made: 
At = 1+(t,—t,), which is the time increment during each class 
interval, (9) 
t,, — t, + %At, which is the midpoint of a class interval, (10) 
jn = id which is the average apparent corrected activity for n 
readings during At. (11) 
The rate of uptake can be defined as the ratio of the increments of apparent 


activity and of time between the midpoints of 2 class intervals. The time 
increment is 


Atm = tm’ —tm a (12) 
and the increment of apparent activity is 
AYym = Ym Ea: ra 
Consequently the rate of K4? uptake is 
7 
Atm 
which is valid for the average time limit between the 2 class intervals 
— ty +- 1/2 Atm (14) 


Upon substitution of all relevant expressions into equation (13), the ex- 
panded form of the rate equation becomes 


(13) 
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This treatment of the record of the average values of leaf activity 
resulted in Fig. 1 for the initial 300 min. and Fig. 2 for the total ex- 
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Fig. 1. Activity of K* as recorded on the midvein of a leaf of the fourth pair of 
sunflower leaves during the first 300 min. of uptake from 5 solutions of K**HCOs. 
The ordinate scale allows for corrections for background, decay and instrument 
factors. Symbols: K* concentrations as osmotic pressures in atm, 0.3 = @, 0.9= X, 
2.6= *, 7.6= ©, 28.2= 0. Large circles denote the graphic termination of the 
initial exponential period of uptake. Large triangles with a horizontal crossbar 
indicate the average background activity after the addition of K* at t, and before 
its detection in the leaf. This position serves as the origin of each freehand uptake 
curve through its scatter points. 


perimental period of 1,800 min. They illustrate the three stages of K* 
uptake and the exponential form of the initial stage. Its velocity constants 
were plotted in Fig. 3 a which demonstrates the rate reducing effect of the 
osmotic pressures of the higher potassium concentrations. Further analysis 
indicated that the velocity constant itself was related exponentially to the 
osmotic pressure of the potassium solution if it was <.5.5 atm. Therefore 
the velocity constant 
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a. _— ai (16) 
where k,, = velocity constant in min.—!, A and A, — activities of K42 in the 
leaf at times ¢ and ¢, min., and k, = osmotic pressure constant in atm— 
which equaled — 1.89 atm! in this case. At osmotic pressures > 5.5 atm 
this exponential relation was changed to a function which reversed the 
trend from a decreasing to an increasing velocity constant. 


x42 acTiviTY (counts/min) 
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Fig. 2. Average activities of K* during 1,800 min. of K*? uptake. The ordinate 
scale allows for corrections for background in the presence of the isotope before 
uptake, for decay and for instrument factors. Symbols: K* concentrations as 
osmotic pressures in atm, 0.3= 0, 0.9= sg, 26=@, 7.6= a, 282= A. Vertical 
arrows denote the graphic limits of the initial, exponential period of uptake, the 
following saturation phase and of the final phase of renewed uptake. 


Some scorching and wilting of older leaves appeared after 25 min. in the 
treatment by the 28.2 atm osmotic pressure solution and a few minutes later 
in the 7.6atm solution. Young, terminal tissues did not exhibit damage. 
The amount of accumulated potassium in the leaves at the time, when these 
symptoms appeared first, is an index of the plant’s ability to take up 
potassium by regulatory metabolic means. The resultant potassium content 
of the leaves, expressed as c/m of K*?, after background and decay cor- 
rections, appeared not as a direct function of osmotic pressure. Rather this 
concentration was a reciprocal function of the velocity constant (Fig. 3 b). 

It was of interest to determine the period of time and the corresponding 
K*2 activity in the leaves which were necessary to bring the initial phase 
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of K42 uptake to 99% completion when the incoming K42 could be assumed 
to equilibrate with the outgoing cations. This period could be estimated by 
the use of reaction half-times to be derived from velocity constants: 
Ty, = 0.693/k, and xTy —A/Ty, where A= maximum experimental 
activity of K* in the observed tissue before the time when the initial pro- 
cess of potassium uptake deviated from the first order rule of uptake. 


TIME FOR 99% COMPLETION OF EXPONENTIAL UPTAKE, MIN. 
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Fig. 3. Functions of osmotic pressures of the K*#HCO, solutions and of the uptake 
velocity constants. a) Retarding influence of the osmotic pressure in atm on the 
first order type velocity constant in min—1 for the first hour of potassium up- 
take = X; b) Inverse relation between these velocity constants and K*® uptake 
in c/m by the sunflower leaves at the time when they first exhibited scorching = @ ; 
c) Illustration of the dependence of the time in min. required to complete theoretic- 
ally the initial first order type phase of uptake = ©, which was varying inversely 
with its velocity constants. Note: Broken curves indicate a reversal of original 
trends at damaging salt concentrations. 


Then x Ty, corresponded to a percentage of completion which could be used 
to find the desired theoretical end point of the exponential phase of 
potassium uptake. The periods for 99% completion of K4? uptake during 
the initial phase present a strict proportionality for osmotic pressures 
<7.6atm. The remaining higher osmotic tensions reversed the trend 
from increasing to decreasing periods. 

The equilibrium phase of K4? uptake, which followed the previously 
described phase of rapid accumulation, extended up to one day after 
immersion of the sunflower roots into the potassium bicarbonate solutions 
(Fig. 2). The duration of this phase for each potassium tension followed the 
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sequence 0.3 << 2.6< 28.2<7.6atm. An exception was the uptake from 
the 0.9 atm solution which did not exhibit an end of the saturation phase 
within the extent of this experiment. 

A phase of renewed uptake followed the equilibrium phase (Fig. 2). 
It could be detected until approximately 40h. after the addition of K4?. 
But values up to only 32h. were sufficiently reliable for presentation. 
Stepwise potassium uptake seemed to be characteristic for the failure of 
a mechanism which could sustain a continuous rate of uptake. 


Discussion 


The described modes of K4? uptake by sunflower leaves may be con- 
sidered as the combined effects of salinity and of specific properties of 
potassium. Translocation of potassium, like that of other cations, is deter- 
mined principally by the external potassium concentration, the internal 
cation distribution and the proportion and type of accompanying cat- 
ions [10]. The K+ of potassium bicarbonate is accumulated about 2.3 times 
faster than HCO,— [8] which is reduced to a large extent and thereby raises 
considerably the internal HCO,— deficit. The resultant excess of K+ com- 
bined with a balancing loss of H+ and Ca++ caused possibly a fluid and 
smooth convex plasmolysis, which increased K+ permeability [12]. Hence a 
disturbance of the normal exponential uptake pattern is to be expected as 
indicated by the final phase of renewed and rapid uptake. Its stepwise 
rise suggests a distinct breakdown of the balance between K+ and other 
cations. 

As noted in the introductory remarks, osmotic tensions of 19 atm in 
nutrient solutions are lethal to crop plants. Magistad and Reite- 
meier determined a limiting osmotic pressure of 23 atm for cessation of 
viability which was demonstrated in this study by scorching of leaves im- 
mediately after the transfer of plants to the 28.2 atm potassium solution. 
This fast response may be attributed to some extent to the unexpected high 
rate of potassium uptake at this high concentration when compared with 
the trend of decreasing rates with increasing tensions at all lower concen- 
trations. Hence the resultant fast influx of potassium may have initiated 
leaf scorching already at lower quantities of accumulated K42 when its 
uptake failed to complete the hypothetical, exponential initial phase of 
uptake to a larger extent than the uptake from lower potassium concen- 
trations. The findings by Schachinger and Heiss |9], which in- 
dicate that an osmotic pressure of 28 atm could inhibit anaerobic utilization 
of monosaccharides by 25%, may have a bearing on these observations. 

Appearance of leaf wilting and scorching, when sunflower plants were 
subjected to the potassium bicarbonate solutions with osmotic pressures be- 
tween 0.9 and 2.6 atm, confirmed observations by Hayward and others [1], 
[5], [6], [7] that the fresh weight yield of alfalfa was maximized at osmotic 
tensions of <(1.5atm. Severe yield reductions at tensions of >4aim, as 
observed by them, may have been related to a new pattern of ion uptake, 
which was initiated in this study at about 2.6atm. The initiation of a linear 
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function between velocity constant and K*? concentration in damaged 
leaves occurred at 2.6 atm which demonstrated a threshold of tissue sensi- 
tivity to salinity and/or potassium. This sensitivity expressed a delicate 
equilibrium of a mechanism which regulates potassium uptake. The luxury 
absorption of potassium above the theoretical requirements of. typically 
exponential absorption reactions was maximized at osmotic pressures 
> 2.6 atm, thus indicating also an equilibrium dislocation. 


Strasburger |11] pointed out the regulatory function of the cortical 
osmotic pressure gradient in active rootlets. The epidermal osmotic pres- 
sure of Vicia faba, for example, was reported by him to be 0.7 atm, and the 
enclosed six cortical layers have a centripetal pressure gradient from 1.4 
to 3.0 atm. The gradient reverses from here on to 1.7 atm in the endodermis 
and about 0.85 atm in the pericycle-phloemparenchyma zone. Consequently 
external solutions with osmotic pressures > 3.0atm could reverse the 
cortical osmotic gradients. Hence dessication of intra-cortical tissues may 
result as demonstrated in this investigation. 


Summary 


The time sequential mechanism of K4? uptake by sunflower plants from 
an osmotic pressure series of K42 HCO, solutions was analyzed with the 
aid of a localizing scintillation count-rate meter. A range of osmotic pres- 
sures from 0.3 to 28.2 atm was selected. 


Three phases of potassium uptake could be distinguished; an initial, 


exponential, rapid uptake; a period of saturation; a final phase of renewed 
rapid uptake. Solutions with osmotic pressures of < 1.5 atm did not cause 
appreciable leaf scorching but tended to reduce uptake rates. An osmotic 
pressure of 7.6 atm resulted in a maximum potassium accumulation in the 
damaged leaves. All kinetic trends were reversed at 28.2 atm, causing 
rapid death by dessication. Plasmolytic effects of potassium were dis- 
cussed in view of uptake stimulation. 
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A. Einleitung 


Seit den Verdffentlichhungen von Klebs, de Vries, Overton, 
Ruhland u. a. ist das Permeabilitatsproblem der Zelle von den verschie- 
densten Seiten beleuchtet worden, und man hat eine Reihe von Permeabili- 
taitstheorien aufgestellt. Bei diesen Untersuchungen nehmen den gréften 
Raum Arbeiten ein, die die Permeabilitat des Plasmas fiir Anelektrolyte 
und ihre Beeinflussung durch AuRenfaktoren behandeln. In neuerer Zeit 
widmen sich mehrere Arbeiten dem Einflu& des pH-Wertes des Diosmoti- 
kums und des Zellsaftes auf die Stoffaufnahme (I|]jin 1928, Strugger 
1935 u. f., Biinning 1936, Bogen 1938, Drawert 1938 u. f., Rotten- 
burg 1944). 

Im Anschlu& an seine Untersuchungen mit sauren und basischen Farb- 
stoffen und mit Harnstoff kommt Drawert (1948) zu der SchluRfolge- 
rung, da die Permeabilitat der Plasmagrenzflachen fiir die Aufnahme- 
geschwindigkeit der Diosmotika in die Zellen nicht der allein bestimmende 
Faktor zu sein scheint. Er weist darauf hin, da auch dem Verteilungs- 
koeffizienten Aufenmedium/Zellsaft, der durch das cH-Gefalle Aufen- 
medium/Zellsaft und durch den Dissoziationsgrad des aufzunehmenden 
Stoffes bedingt ist, eine nicht zu vernachlassigende Bedeutung fiir die 
Geschwindigkeit der Aufnahme zuzuschreiben ist. Drawert kann die 
Feststellung treffen, da bei gleichem pH-Wert des Aufenmediums Harn- 
stoff entsprechend seinem basischen Charakter von einer Zelle um so schnel- 
ler aufgenommen wird, je ,,saurer“ der Zellsaft ist. Andererseits wird — in 
Ubereinstimmung mit den Befunden von Rottenburg (1944) — bei glei- 
chem pH-Wert des Zellsaftes Harnstoff um so schneller aufgenommen, je 
alkalischer das AuRenmedium ist. 
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Den pH-Wert des Aufenmediums kénnen wir genau bestimmen und auch be- 
liebig andern; dies trifft aber nicht fiir den pH-Wert des Zellsaftes zu. Kolori- 
metrische Bestimmungen der Zellsaftreaktion mit Hilfe der Vitalfarbung, etwa mit 
Neutralrot, sind sehr unsicher, da wir nichts iiber den Zustand des Farbstoffes im 
Zellsaft wissen. Es mu® also fraglich erscheinen, ob es zulissig ist, wie bisher iiblich, 
aus dem Farbton des gespeicherten Indikators auf die cH der wiasserigen Phase des 
Zellsaftes zu schlieBen (Drawert 1955). Auch pH-Bestimmungen an Prefsaften 
lassen keine einwandfreien Riickschliisse auf die cH-Verhiltnisse in der lebenden 
Zelle zu. Hier liegt einer der schwachsten Punkte in den experimentellen Voraus- 
setzungen fiir die theoretischen Schlu&folgerungen, wie Dra wert (1948) ausdriick- 
lich betont. Alle Angaben iiber den pH-Wert des Zellsaftes, gleich mit welcher 
Methode sie gewonnen worden sind, sind mit einem grofen Unsicherheitsfaktor 
belastet. 

Ferner ist es fraglich, ob man die an Farbstoffen gewonnenen Erkenntnisse auf 
so schwach dissoziierende Substanzen wie Harnstoff iibertragen kann. Dieser Ein- 
wand wurde vor allem von Bogen (1949) erhoben, da bei einer Dissoziations- 
konstanten von 1,8. 10—14 es fraglich erscheinen muf, daB der Verteilungskoeffizient 
von Harnstoff durch eine cH-Anderung nennenswert verschoben wird. Von Bogen 
(1938) wird der Einflu® der cH auf die Harnstoff- und Glycerinaufnahme durch die 
lebende Zelle auf eine reine Anderung der Permeabilitiatseigenschaften der Plasma- 
grenzflachen zuriickgefiihrt. 

Eine weitere Méglichkeit zur Klarung der cH-Abhangigkeit der Stoffaufnahme 
wird durch die Ergebnisse von P rel] (1953) aufgezeigt. Der Verfasser kann nach- 
weisen, dafi kleine Mengen eines Elektrolyten, dem anelektrolytischen Diosmotikum 
hinzugefiigt, eine zusiatzliche, durch osmotische Bestimmung nicht erfafbare Wir- 
kung ausiiben. Es ist also durchaus méglich, da den Puffersubstanzen eine den 
Elektrolyten bei Prell entsprechende Wirkung zuzuschreiben ist und eine cH- 
Abhiangigkeit der Stoffaufnahme z.T. nur vorgetauscht wird. 


Ausgehend von diesen Uberlegungen und von den mit Harnstoff erhal- 
tenen Befunden von Rottenburg (1944) und Drawert (1948) sollen 
in der vorliegenden Arbeit durch die Heranziehung weiterer Objekte und 
Einbeziehung des Anelektrolyten Glycerin die experimentellen Grundlagen 
fiir den ganzen Fragenkomplex erweitert werden. 

Neben den Untersuchungen an pflanzlichem Material wurde in Modell- 
versuchen der Verteilungskoeffizient (VK) von Harnstoff in verschiedenen 
Medien nach den Methoden von Collander und Barlund (1933) er- 
mittelt. Als Versuchsobjekte dienten: Rhoeo discolor (Hance), Helodea cana- 
densis (Casp.), Lemna gibba (L.), Oedogonium spec., Campanula rapun- 
culoides (L.) und Bryophyllum daigremontianum (Berg.). 


B. Modellversuche 


Collander und Barlund (1933) kommen zu der Feststellung, daB 
eine weitgehende Parallelitat zwischen dem Permeiervermégen verschiede:+ 
ner Nichtelektrolyte in die Zellen von Chara ceratophylla und der relativen 
Olléslichkeit dieser Verbindungen besteht. Die relative Olléslichkeit ist dem 
Permeiervermégen direkt proportional. Die Verfasser sehen in dieser Tat- 
sache einen neuen Wahrscheinlichkeitsbeweis fiir die Lipoidléslichkeits- 
hypothese der Plasmapermeabilitaét, .denn wenn es sich um Adsorption an 
Lipoide handeln wiirde, ware wohl eine derartige quantitative Beziehung 
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kaum zu erwarten*. Diese SchluBfolgerung ruht auf der Annahme, daf es 
sich beim Ubergang der Nichtelektrolyten aus der wisserigen in die Ol- 
phase um einen Lésungsvorgang und nicht um eine lose Adsorption an 
irgendwelche Komponenten des Oles handelt. 


Ein Beweis fiir einen reinen Lésungsvorgang ist erbracht, wenn das 
ganze System dem Henry-Nernstschen Verteilungsgesetz folgt, d. h. wenn 
der VK bei einer Anderung der Konzentration des Nichtelektrolyten in der 
wasserigen Ausgangsphase konstant bleibt. Es wurde deshalb zunichst ge- 
priift, ob diese Voraussetzung sowohl fiir reines Oliven6l als auch besonders 
fiir ein Ol-Olsiure-Gemisch zutrifft. An folgenden Kombinationen wurde 
der Verteilungskoeffizient fiir Harnstoff bestimmt: 


1. fiir eine gleichbleibende Konzentration an Olsaure eines Ol-Olsaure- 
Gemisches (8 : 2) und wechselnder Konzentration der wasserigen Harnstoff- 
lésung; 

2. fiir eine wechselnde Konzentration des Ol-Olsaure-Gemisches bei 
gleichbleibender Konzentration der Harnstofflésung und 

3. fiir reines Ol und Harnstofflésungen mit verschiedenen pH-Werten. 


In der Versuchsanordnung richtete ich mich nach den Angaben von Collan- 
der und Barlund (1933), nur der Harnstoff wurde auf andere Weise be- 
stimmt. Saubere 50-cm*-Weithalsflaschen mit Schliffstopfen beschickte ich mit 20 cm* 
Olivenél ,Merck* (SG 4,2; VZ 194) bzw. einer Mischung von Olsaure-Oliven6l 
(beides Merck). Dann wurden 20 cm? einer wasserigen Harnstofflésung bestimmter 
Konzentration hinzugefiigt und die Flaschen verschlossen, zugebunden und zu- 
paraffiniert. Nachdem das Gemisch 15 Stunden auf der Schiittelmaschine sanft 
geschiittelt worden war, wurden die beiden Phasen durch Zentrifugieren getrennt. 
Die Weiterverarbeitung der Olphase erfolgte nach 24 Stunden in der Weise, daf 
ein Teil des Oles mit einer trockenen Pipette abgenommen und wiederum in 50-cm?*- 
Weithalsflaschen eingewogen wurde. Dabei mufte darauf geachtet werden, daf 
keine Spur Harnstofflésung in die Flasche gelangte. Die mit ihrem eigenen Volumen 
Wasser versetzten Proben (Volumen Olphase = Gewicht des Oles dividiert durch 
das spezifische Gewicht des Oles 0,91) verschloB ich in obiger Weise und lief sie etwa 
10 Stunden auf der Maschine schiitteln. 

Nachdem das Ol von der zweiten Wasserphase abgetrennt war, erfolgte die 
Bestimmung der in diese Phase iibergegangenen Harnstoffmenge. Ich benutzte dazu 
nicht wie Collander und Barlund die Mikro-Kjeldahl-Methode, sondern die 
Diffusionsmethode nach Conway (Hinsberg-Lang 1951). An Stelle der dort 
angegebenen DiffusionsgefaBe wurden Wagegliser von 9 cm Durchmesser mit hinein- 
gestellten kleinen Schalen fiir das Borsiurereagens benutzt. Bei Verwendung dieser 
Gefafe lat man zweckméBig die Urease etwas linger (1 Std.) einwirken. Die 
Riicktitration der Borsiéure erfolgte erst nach 15 Stunden mit 0,0in HCl, bei den 
Versuchen mit wechselnder cH der wasserigen Lésung mit 0,003 n HCl. Zur Erlan- 
gung eines Wertes fiihrte ich jeweils fiinf Parallelbestimmungen aus. Der mittlere 
Fehler bei Bestimmung von 0,2mg Harnstoff beirigt +2%. Parallel mit jeder 
Versuchsserie lief ein Blindversuch, bei dem reines Wasser mit Olivenél bzw. 
Olsiéure-Olivenél geschiittelt wurde. Die Berechnung des VK geschah nach C ol- 
lander und Barlund (1933) in folgender Weise: 

Bezeichnen wir die urspriingliche Konzentration der Wasserphase mit a, die 
analytisch bestimmte Gleichgewichtskonzentration der zweiten Wasserphase mit b. 
die nicht bestimmte Gleichgewichtskonzentration der Olphase nach der ersten Um- 
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schiittelung mit c und das als konstant vorausgesetzte Verteilungsverhiltnis des 
untersuchten Stoffes zwischen Ol und Wasserphase mit k, so erhalten wir die beiden 
Gleichungen: } 


Cc— 
eee k und oe k 


Wir eliminieren c und erhalten so 
ak—2bk—bR=b. 
Da sowohl b wie k klein sind, kann b k*® vernachlassigt werden. Wir erhalten dann 
b 
a—2b 
Diese Gleichung wurde zur Berechnung von k benutzt. 
Versuche mit einem Gemisch von 20 Vol.% Olsaure und 80 Vol.% Oliven- 


él und 2 molarer, 4 molarer sowie 6 molarer Harnstofflésung ergaben die in 
Tabelle 1 aufgefiihrten Verteilungskoeffizienten. 


c 


k= 


Tab. 1. Bestimmung des Verteilungskoeffizienten fiir Harnstoff zrwischen Wasser 
und Olivenél-Olsaure (8 : 2) in Abhangigkeit von der Harnstoffkonzentration. 





Bestimmung : 
Lésung ee ee eke Mittlerer Fehler 
| 1. 2. 3. Mittel 
2 mol. 0,0077 | 0,0071 | 0,0075 0,00743 | +0,00017 +2,2% 
4 mol. 0,0070 | 0,0073 0,0078 0,00737 +0,00023 +3,1% 
6mol. | 0,0075 | 0,0072 | 0,0076 0,00743 +0,00012 +1,6% 











Aus Tabelle 1 geht hervor, daf die VKn annahernd gleich sind. Daraus 


folgt, daf fiir das System wisserige Harnstoffphase/Olsiure-Olphase der 
Henry-Nernstsche Verteilungssatz gilt. Eine Adsorption wiirde nicht der- 
artige quantitative Ergebnisse zeigen, da man annehmen kann, daft die 
Adsorptionstrager bei einer so hohen Harnstoffkonzentration der Ausgangs- 
lésung, wie es eine 2 molare Lésung im Verhaltnis zum Aufnahmevermégen 
des Oles darstellt, gesiattigt sind. Es kénnte also auch aus 4 molarer bzw. 
6 molarer Harnstofflésung keine gréRere Menge Harnstoff von der Olphase 
aufgenommen werden, wie es in obigen Versuchen aber der Fall ist. Aus der 
Berechnungsforme! fiir den VK geht ja hervor, daf bei steigender Konzen- 
tration der ersten Wasserphase auch die Gleichgewichtskonzentration der 
zweiten Wasserphase gréRer werden muff, wenn der VK in gleicher Héhe 
bleiben soll. 

Nach der Klarung dieser Frage wurde die Abhangigkeit des VK von der 
cH der beiden Phasen untersucht. Nach Collander und Barlund 
(1933) wird das relative Lésungsvermégen des Olivenéls durch 20% igen Ol- 
sdurezusatz fiir Harnstoff auf das 35fache gesteigert. Es ist nun inter- 
essant zu erfahren, ob der Anstieg des VK dem Olsauregehalt des Olivenéls 
direkt proportional ist. Es wurden deshalb die Versuche mit einem System 
wiederholt, in dem die Ausgangskonzentration der wasserigen Harnstoff- 
lésung konstant 4 mol blieb, aber der Gehalt des Olivenéls an Olsiure von 
0% bis 50% gesteigert wurde. In Abb. 1 sind die erhaltenen Ergebnisse 
graphisch dargestellt. 





Die Aufnahme von Harnstoff und Glycerin durch die Pflanzenzelle 81 


Wie aus der Abb. 1 ersichtlich ist, steigt der VK proportional der Ol- 
siurekonzentration an. Es erhebt sich jetzt die Frage, ob aus den bisher 
erzielten Ergebnissen die Art und Weise des Uberganges des Harnstoffs von 
einer Phase in die andere erklart werden kann. Collander und Bar- 
lund (1933, S. 91) sprechen von ,,Liésung*. Danach miiRte man annehmen, 
daf die Olsdure als Lésungsvermittler wirkt. Der Harnstoff kann als solcher 
gelést werden, er kann aber auch mit der orga- 
nischen Saure eine reversible Verbindung ein- 
gehen. 

Drawert (1948) fiihrt die Erhéhung des 
Lésungsvermégens von Olivendél fiir Harnstoff 
durch Olsiiure auf eine cH-VergréRerung der 
Olphase zuriick. Damit verbunden haben wir 10 
aber auch eine Erhéhung der hydrophilen 
Eigenschaften der Olphase. Die Proportionali- 
tat des VK mit dem Olsduregehalt der Ol- 


phase spricht aber doch sehr fiir eine chemische 
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Abb. 1. Die Verteilung von 
Harnstoff (4mol.) zwischen 
Wasser und Olivendl-Ol- 
sdure in Abhangigkeit von 


Reaktion. 

Bogen (1949) weist darauf hin, daf es in- 
folge der niedrigen Dissoziationskonstanten des 
Harnstoffs (1,8.10—14) recht unwahrscheinlich 


der Olsdurekonzentration. 
Ordinate: Verteilungskoef- 
fizient VK, Abszisse: Olkon- 
zentration der Olphase in %. 


ist, daf{ der VK des Harnstoffs durch eine cH- 

Anderung nennenswert verschoben werden kann. Es war deshalb notwen- 

dig zu priifen, inwieweit eine Anderung der cH der wiisserigen Harnstoff- 

lésung einen Einflu& auf das Lésungsvermégen des Oles fiir Harnstoff hat. 
Mit der bei den bisherigen Versuchsserien erprobten Arbeitsmethode 

wurden Versuche mit reinem Olivenél DAB 6 und mit 4 molarer gepufferter 

Harnstofflésung durchgefiihrt. Zur Verwendung kam bei diesen Arbeiten 


Tab. 2. Pufferzusammenstellung fiir Harnstofflésungen mit verschiedenem pH-Wert. 





pH 3 10 em* n/10 HCl und 0,1 g KCl und 24g Harnstoff gelést in 
Aqua dest. zu 100 em? 

7 em® n/10 H,PO, und 3 cm® m/15 KH,PO, und 24 g Harnstoff 

gelést in Aqua dest. zu 100 cm® 

Harnstoff gelést in Aqua dest. zu 100 cm* 

10 cm® m/15 K,PO, und’ 24 g Harnstoff gelést in Aqua dest. zu 
100 cm* 


0,2 g Borax und 24 g Harnstoff gelést in Aqua dest. zu 100 cm* 


pH 4 


pH 5,7 
pH 10 


24 g 


pH 10 


ein anderes Olivenél als bisher. Dieses Ol DAB6 hatte die Konstanten | 
SG 2,1; VZ 182,17. Die Harnstofflésungen wurden entsprechend den Angaben 
in Tabelle 2 hergestellt. 

Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 zusammengefaft. Aus den angegebenen 
Verteilungskoeffizienten geht hervor, da& zwischen pH 4 und pH 5,7 keine 
nennenswerte Verschiebung des VK zu verzeichnen ist. Wohl ist bei Betrach- 
tung der mittleren VKn ein leichter Anstieg zu bemerken, aber der mittlere 
Fehler ist doch so gro, da dieses Ergebnis nicht gesichert erscheint. Bei 
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pH 10 tritt die Erhéhung des VK schon deutlicher hervor, ich glaube 
aber, daff diese Anderung durch den anderen Puffer bedingt ist. Bei 
Verwendung eines alkalischen Puffers wird immer eine geringe Verseifung 
auftreten, die dann das Gleichgewicht stért. Wie stark die Anwendung eines 
andersartigen Puffers die Ergebnisse verandert, zeigen die bei pH 3 mit 
HCI/KCI durchgefiihrten Versuche. Die erhaltenen Werte sind nicht niedri- 
ger als bei pH 4, sondern héher als alle anderen Werte. Allerdings ist dabei 


Tab. 3. Die Abhangigkeit des Verteilungskoeffizienten Harnstoff (4 mol.)/Olivenél 
DAB 6 vom pH-Wert der wasserigen Harnstofflésung. 





| | | 
pH-Wert der mg Harnstoff/ 100cm* ; Le 
Harnstofflésung | der 2. Ausschiittelung VE | Mittl. VK Mittl. Fehler 





| 

| 

pH 3 | | 0,000834 | 
0,000906 | 0,000023 

0,000906 | 0,000882 2,6% 


0,000716 
0,000656 
0,000680 | 
0,000698 | 0,000010 
0,000668 | 0,000685 1,5% 





| 
| 
| 
| 
| 
| 


| 0,000668 
| 0,000680 

0,000763 

0,000698 

0,000740 

0,000740 | 

0,000716 | 0,000012 

0,000751 | 0,000719 179, 





0,000805 
0,000895 

0,000769 

19,22 0,000805 
19,36 0,000811 | 
19,22 | 0,000805 | 9,000815 | 


| | 
' ‘ | 


0,000021 
2,5% 


zu bedenken, daf Salzsaiure eine starkere Sadure als Phosphorsaure ist und 
als solche mit verschiedenen Komponenten des Olivenéls reagieren kénnte, 
wobei eventuell durch Freisetzung von Olsiure die Zusammensetzung der 
Olphase verschoben wird. 

AbschlieRend kann festgestellt werden, da die Anderung des VK bei 
wechselnder cH der wisserigen Phase gering ist und ihre Ursache wahr- 
scheinlich in den durchgefiihrten Versuchen nicht durch die cH-Anderung, 
sondern durch die geainderten Puffer hervorgerufen wird. 

Mit diesen Modellversuchen kann also nicht bewiesen werden, daf der 
VK des Harnstoffs die verschiedenen Aufnahmegeschwindigkeiten der Zellen 
bei geanderter cH bedingt. 
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Bei Betrachtung der Tabellen fallt eine Abweichung der Werte gleich- 
artiger Versuchsserien auf, und auch mit den von Collander und Bir- 
lund (1933) angegebenen Zahlen verglichen, sind recht betrachtliche Unter- 
schiede festzustellen. So hat der VK fiir reines Ol in Abb. 1 einen Wert von 
0,001315, in Tabelle 2 ungefahr 0,00072 und bei Collander und Bar- 
lund 0,00015. Dieses abweichende Ergebnis wird wohl durch die Qualitat 
des verwendeten Oles bedingt. Olivenél hat stets einen geringen Gehalt an 
freien Fettsiuren. Das DAB 6 la&t einen Sauregrad bis zu 8, das bedeutet 
bis zu 2,25%, zu. Nun ist aber auf Grund der Ergebnisse der Olsaure- 
versuche anzunehmen, daft selbst geringste Olsdurespuren einen Einflu& auf 
die Léslichkeit des Harnstoffs ausiiben. Das von Collander und Biar- 
lund verwendete Ol enthielt nach ihren Angaben (1933, S. 89) 0,4% freie 
Fettséuren, das entspricht einem Sauregrad von 1,4. Das von mir fiir die 
Messungen zu Abb. 1 benutzte Ol hatte einen Sauregrad von 4,2 und das fiir 
die in Tabelle 3 zusammengefaRten Versuche 2,1. Daraus ist abzuleiten, daf 
auch die VKn eine unterschiedliche Héhe aufweisen miissen. 


C. Versuche an Pflanzen 
1.Methodik 


Die Bestimmung der Aufnahmegeschwindigkeit von Harnstoff und Glycerin 
an lebendem Pflanzenmaterial wurde mit der Deplasmolysezeitmethode durch- 
gefiihrt. Diese Methode hat gegeniiber der plasmometrischen den Vorteil, daf zu 
den Versuchen auch Pflanzen mit unregelmafigen Zellformen herangezogen werden 
kénnen. Die Deplasmolysezeiten sind in Minuten angegeben und beziehen sich auf 
den Zeitraum zwischen dem Augenblick des Einlegens des Objektes in das Diosmo- 
tikum bis zur 90%igen Deplasmolyse seiner Zellen. 

Die Untersuchungen erfolgten an Oberflachenschnitten. Es lag mir daran, das 
gestérte physiologische Gleichgewicht des Zellkomplexes nicht durch weitere Maf- 
nahmen zu beeinflussen, deshalb wurden die Schnitte, soweit es nicht besonders 
vermerkt wird, weder entliiftet noch gewdssert. Die Gefahr, da im Zellverband 
noch vorhandener Sauerstoff die Resultate hatte stéren kénnen, bestand nach den 
Ergebnissen der auf S. 85 angefiihrten Versuche mit sauerstoffhaltiger und sauer- 
stofffreier Atmosphiare nicht. 

Eine Wiasserung in den Pufferlésungen, wie sie Rottenburg (1944) und 
Krebs (1952) durchfiihrten, hat, wie schon Drawert (1948) mitteilt und wie 
ich es bei speziellen Versuchen an Campanula rapunculoides (L.) erneut festgestellt 
habe, zumindest im alkalischen Bereich, eine erhebliche Zellsaftveranderung zur 
Folge (vgl. S. 92). 

Als Diosmotika benutzte ich tiaglich frisch hergestellte, mit Phosphatpuffer auf 
verschiedene Azidititsgrade gepufferte Harnstoff- bzw. Glycerinlésungen. Die 
Pufferung erfolgte entsprechend Tabelle 4 mit m/15 Phosphatlésungen. 

Aus Tabelle 4 folgt, da die benutzten Liésungen 0,9 bzw. 0,45 mol. Harnstoff 
oder Glycerin enthielten. 

Die frischen Schnitte (mit Ausnahme derjenigen von Campanula rapuncu- 
loides und Lemna gibba) wurden sofort in das jeweilige Diosmotikum iiberfiihrt. 
Zur Aufbewahrung der gepufferten Harnstoff- bzw. Glycerinlésungen dienten 
kleine, mit Deckel verschlossene Schalen (Durchmesser 53cm, Héhe 1,5 cm, Inhalt 
ungefahr 15 cm® Fliissigkeit). Wahrend der Dauer der Versuche blieben die GefaRe 
verschlossen und wurden nur zur Entnahme der Schnitte geéffnet. Es sollte da- 
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durch das Verdunsten von Wasser auf ein Mindestmafi gesenkt und damit eine 
gleichbleibende Konzentration der Diosmotika gewahrleistet werden. 

Die Kontrolle der Schnitte wahrend des Versuches erfolgte in folgender Weise: 
Auf einen Objekttrager wurde etwas Diosmotikum entsprechender Konzentration 
gebracht, ein Schnitt aus den Schalen auf den Objekttrager iiberfiihrt, mit einem 
Deckglas bedeckt, sofort beobachtet und dann in die Schale zuriickgelegt. Die 
ganze Kontrolle dauerte héchstens 1% Minuten. Die Beobachtung der Schnitte 
erfolgte bei schwacher Vergréferung, um einen mdglichst grofen Zellkomplex 
im Blickfeld des Mikroskops zu haben. 

Die Raum- und Wassertemperatur lag stets zwischen 21° und 23°C, 

Bei den fiir Harnstoff hochpermeablen Objekten Lemna und Campanula mufte 
teilweise die obige Versuchsanordnung etwas geandert werden. Hier kam das 


Tab. 4. Pufferzusammenstellung fiir Harnstoff- und Glycerinlésungen mit ver- 
schiedenen pH-Werten. 





| Harnstoff- bzw. 
Puffermischung |  Glycerinlésung 
1 bzw. #/, mol. 


pH (Glas- 
elektrode) 





7 em*® n/10 H,PO, und 3 cm*® m/15 KH,PO, 90 3,0 
3 em’ n/10 H,;PO, und 7 em*® m/15 KH,PO, 90 3,4 
10 cm? m/15 KH,PO, 90 4,7 
9 em® m/15 KH,PO, und 1 cm* m/15 Na,HPO, 90 5,8 
8 em® m/15 KH,PO, und 2 cm’ m/15 Na,HPO, 90 ¢ 6,1 
5 em*® m/15 KH,PO, und 5 cm*® m/15 Na,HPO, 90 6,7 
5,5 em* m/15 KH,PO, und 4,5 cm® m/15 K,PO, 1,3 
5 em® m/15 KH,PO, und 5 cm? m/15 K,PO, 90 1,7 
4 cm® m/15 KH,PO, und 6 cm*® m/15 K,PO, 90 10,0 


gepufferte Diosmotikum (etwa 0,5 cm’) auf einen hohlgeschliffenen Objekttrager. 
Die frischen Schnitte wurden nun direkt in die Lésung eingetaucht und mit einem 
groBen Deckglas, dessen Rand schon vorher mit Vaseline bestrichen war, ab- 
gedeckt. So konnte ein Verdunsten der Harnstofflésung wahrend des Versuches 
verhindert werden und eine sofortige Beobachtung einsetzen. Bei Lemna gibba 
wurde diese abgeanderte Methode bei allen pH-Stufen angewandt, bei Campa- 
nula rapunculoides fiir die Stufen pH 4—5,7. Der Luftabschlu® hat auf den Ab- 
lauf der Versuche keinen Einflu& (vgl. S. 86). Eine Konzentrationsverminderung 
auf dem Objekttrager. infolge Aufnahme von Harnstoff durch die Zellen des 
Schnittes, diirfte wegen der Kiirze der Versuchsdauer (héchstens 4 Minuten), der 
Kleinheit des Schnittes (etwa 9mm?) und der dazu verhiltnisméfig grofen 
Menge Lésung kaum eine Rolle spielen. 

Alle Versuche sind in Form von Versuchsreihen durchgefiihrt, d. h. da& an 
einem Tage das Verhalien der Schnitte in allen pH-Bereichen gepriift wurde. 
Jede Versuchsreihe wurde von einem Exemplar gemacht (Ausnahme: Lemna und 
Oedogonium), da die Umweltbedingungen (Witterung, Standort, Bodenfeuchtigkeit. 
Alter usw.) zum Teil einen betrachtlichen Einflu@ auf die Ergebnisse haben (vel. 
S. 98). Alle Schnitte einer Versuchsreihe stammiten aus derselben Zone des unter- 
suchten Objektes. Da sich aber auch benachbarte Zellen verschieden verhalten 
kénnen, wie Drawert (1948) an Zwiebelepidermen zeigte, und die einzelnen 
Schnitte nicht immer gleich dick waren, kamen je Versuchsreihe in jeder pH-Stufe 
fiinf Schnitte zur Untersuchung. 
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Die Bestimmung der cH des Prefisaftes erfolgte mit pH-Spezial-Indikator- 
papier von ,,Merck“. Ich entschied mich fiir diese Methode, da Prefsaftbestimmun- 
gen nur Anniaherungswerte liefern kiénnen. Fiir Bryophyllum daigremontianum 
geniigte auch eine relative Bestimmung der cH-Verschiebung. pH (P) bedeutet 
pH-Wert des Prefsaftes und pH (A) = pH-Wert der Aufenlésung. 

Der osmotische Wert der untersuchien Zellen wurde mit Rohrzucker als Grenz- 
plasmolysewert ermittelt und ist jeweils als O, =x mol Rohrzucker angegeben. 


2. Versuche zur Feststellung des Sauerstoffeinflusses 
auf die Stoffaufnahme 


Collander und Holmstrém (1937) sowie Drawert und End- 
lich (1956) konnten nachweisen, daB Sauerstoffentzug die Aufnahme der 
Sulfosiurefarbstoffe durch Pflanzenzellen hemmt, wahrend die Aufnahme 
schwach dissoziierter basischer Farbstoffe nach Drawert und End- 
lich auch unter anaeroben Bedingungen weitgehend normal erfolgt. Da 
Drawert (1948) das Verhalten der basischen Farbstoffe mit dem des 
Harnstoffs vergleicht und auf gewisse Parallelen hinweisen kann, war es 


Tab. 5. Deplasmolysezeiten in Minuten der subepidermalen Zellen von der Blatt- 
unterseite von Rhoeo discolor (Mittelrippe) unter aeroben und anaeroben Be- 
dingungen. 





1/, mol. Harnstoff 1/, mol. Glycerin 








f 95 300 
Stickstoff E E 270 
Sauerstoff 2é E 53: 90 270 


Tab. 6 wie Tab. 5, aber Versuche mit den Oberepidermiszellen der Blatter von 
Bryophyllum daigremontianum durdgefiihrt. 





1/, mol. Harnstoff | 1/, mol. Glycerin 





40 50 45 — 35 55 ! 40 25 25 30 2 
40 50 40 35 45 35 25 30 30 25 25 25 
40 45 40 35 50 | 25 40 20 25 35 25 25 20 


interessant zu priifen, ob sauerstoffhaltige und sauerstofffreie Verhaltnisse 
auf die Aufnahme von Harnstoff und Glycerin einen Einflu& ausiiben. Ich 
fiihrte zu diesem Zweck Versuche an Rhoeo discolor und Bryophyllum 
daigremontianum durch. Die Oberflachenschnitte wurden fiir diese Versuche 
entliiftet und mit % molarer ungepufferter Harnstoff- bzw. Glycerinlésung 
infiltriert. 

Durch die jeweils mit abgekochtem destilliertem Wasser frisch bereiteten 
Lésungen perlte 15 Minuten vor Versuchsbeginn Stickstoff bzw. Sauerstoff. 
Parallel mit diesen Versuchen liefen Kontrollen mit unbehandelter Harn- 
stoff- bzw. Glycerinlésung. Alle Versuchsgefafe wurden im Wasserbad bei 

Protoplasma, Bd. XLVII/1—2 y 
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gleicher Temperatur (21°C) gehalten. In Tabelle 5 und 6 sind die beobach- 
teten Deplasmolysezeiten aufgefiihrt. 

Aus den Tabellen geht hervor, da die Aufnahmegeschwindigkeiten fiir 
Harnstoff und fiir Glycerin bei Rhoeo und Bryophyllum unter den angege- 
benen Versuchsbedingungen weder durch aerobe noch durch anaerobe Ver- 
haltnisse in irgendeiner Weise beeinfluRt werden. Bei den folgenden Ver- 
suchen mit Harnstoff und Glycerin an verschiedenen Objekten brauchte also 
in den Versuchsanordnungen die Sauerstoffspannung nicht beriicksichtigt 
zu werden. 

Bei Harnstoff und Glycerin handelt es sich um Anelektrolyte, die als 
Molekiile aufgenommen werden. Vergleichsweise wurde mit derselben Ver- 
suchsanordnung auch die Aufnahme eines Elektrolyten (KNO,) untersucht. 
Ich arbeitete mit 0,3 molarer KNO,-Lésung an Rhoeo discolor, Kaliumnitrat 
wird einerseits im Vergleich zu Harnstoff und Glycerin nur sehr langsam 
aufgenommen, ist aber andererseits fiir die Zellen schadlicher. So war bei 
Bryophyllum daigremontianum, mit dem ich anfangs arbeitete, nach 
23 Stunden noch immer keine Deplasmolyse eingetreten, die Zellen waren 
aber bereits zu 80% abgestorben. Rhoeo discolor ist fiir Kaliumnitrat wider- 
standsfahiger als Bryophyllum. Wegen der Toxizitat des Kaliumnitrats 
wurde aber nicht bis zur vollstandigen Deplasmolyse beobachtet, sondern 
nach 23 Stunden der Plasmolysegrad G der unter Sauerstoff- und Stickstoff- 
Atmosphiare gehaltenen Schnitte bestimmt. 


Die Durchschnittswerte aus 20 Messungen betrugen: 


Gos = 0,533 und Gx, = 0,468. 


Das Ergebnis deutet auf eine Hemmung der Kaliumnitrataufnahme bei 
Sauerstoffmangel hin. 


3. Versuche tiber die Abhangigkeit der Aufnahme- 
geschwindigkeit von Harnstoff und Glycerin vom 
pH-Wert der AuRenlésung 


a) Rhoeo discolor (Hance) 


Von Rhoeo discolor dienten die subepidermalen Zellen von der Mittel- 
rippe der Blattunterseite am Ende des ersten Blattdrittels als Versuchs- 
objekt. In Vorversuchen hatte sich gezeigt, da die Zellen dieses Teiles der 
Mittelrippe die gleichmaRigste Plasmolyseform aufweisen. Gleiche Erfah- 
rungen teilt auch Prell (1953) mit. Der osmotische Wert der untersuchten 
Zellen betrug O, =0,22 mol Rohrzucker, deshalb erfolgte die Plasmolyse 
mit 0,45 molaren Liésungen. Die Aziditat der untersuchten Blattschichten 
lag bei pH (P) 5,7. Da die bei pH (A) 3,4 plasmolysierten Schnitie in der 
Regel vor dem Eintritt der vélligen Deplasmolyse abstarben, konnte dieser 
pH-Bereich fiir eine Auswertung nicht herangezogen werden. 

Wie aus Abb. 2 hervorgeht, steigt die Aufnahmegeschwindigkeit fiir 
Harnstoff bei den subepidermalen Rhoeo-Zellen mit abnehmender cH an. 
Bei den Versuchen konnte festgestellt werden, daR die Deplasmolysezeiten 
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bei pH (A) 5,8 einer Schwankung unterworfen sind. Die Schnitte benétigten 
in drei von fiinf Serien fiir pH (A) 5,8 eine langere bzw. gleich lange Zeit 
bis zum Eintritt der 90%igen Deplasmolyse als bei pH (A) 4,6. Diese Un- 


regelmaRigkeiten kénnen aus der Kurve 
nicht direkt abgelesen werden. 


Die Deplasmolysezeiten fiir Glycerin 
beweisen erneut, da Rhoeo discolor ein 
ausgesprochener Glycerintyp ist (Fit- 
ting 1915, Barlund 1929, Bogen 
1940). In den Versuchsreihen mit Harn- 
stoff wurde beobachtet, da sich der 
Farbton der anthocyanfiihrenden Zellen 
in den extremen pH (A)-Bereichen iiber 
pH (A) 7,7 allmahlich nach Blaurot und 
unterhalb pH (A) 4,6 nach kraftig Rot 
anderte. Bei den Glycerinversuchen trat 
diese Farbtonainderung nur im sauren 
Bereich ein, im alkalischen war sie nicht 
zu beobachten. 


b) Helodea canadensis (Casp.) 


Fiir die Versuchsreihen mit Helodea 
































3 4 6 8 


Abb. 2. Deplasmolysezeiten der 
subepidermalen Zellen in der Mit- 
telrippe des Blattes von Rhoeo dis- 
color in 0,45 mol. Lésungen von 
Harnstoff (———) und Glycerin 
(-—--) bei verschiedenen pH-Wer- 
ten der Aufenlésungen. Ordinate: 


10 pH 


: : : ms feit in Min., isse: pH-Werte. 
canadensis wurden jeweils Blattchen FE i: Sa sie 


dicht benachbarter Wirtel eines Sprosses 

benutzt. Da die einzelnen Zonen des Helodea-Blattes sich ganz verschieden 
verhalten (Moder 1932, Drawert 1948), beobachtete ich immer die 
Zellen der Blattmitte in der Nahe der Mittelrippe. Besonderer Wert 
wurde bei dem Arbeiten mit Helodea auf Einhaltung temperaturkonstan- 
ter Bedingungen gelegt, denn es stellte sich bald heraus, da dieses Ob- 
jekt in besonders hohem Mae durch Temperaturschwankungen zu be- 
einflussen ist. Eine Temperaturerhéhung um 59°C bewirkte eine Ver- 
kiirzung der urspriinglichen Deplasmolysezeit auf etwa die Hilfte. So 
betrugen die Werte fiir Harnstoff an der Unterepidermis fiir pH (A) 4,8 
bei 15° — 100 Minuten, bei 209 — 47 Minuten und bei 269 — 28 Minuten. 
Der osmotische Wert der untersuchten Zellkomplexe lag fiir die Oberepi- 
dermis bei O, = 0,36, fiir die Unterepidermis bei O, = 0,40 mol Rohrzucker. 
Der mit etwas abgekochtem destilliertem Wasser versetzte Gewebebrei der 
entkalkten Helodea-Blattchen ergab mit der Glaselektrode gemessen einen 
pH-Wert von 4,91. 


Wie die Kurven in Abb. 3 und 4 belegen, haben wir es bei Helodea 
canadensis mit einem ausgesprochenen Harnstofftyp zu tun. Harnstoff per- 
meiert sowohl in der Oberepidermis als auch in der Unterepidermis wesent- 
lich schneller als Glycerin. Die Feststellung von Drawert (1948), daB 
Harnstoff von den Unterepidermiszellen schneller aufgenommen wird als 
von den Oberepidermiszellen, kann ich bestatigen und noch hinzufiigen, daf 
dieses auch fiir Glycerin zutrifft. 


7* 
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Die Aufnahmegeschwindigkeit fiir Harnstoff nimmt sowohl bei der 
Oberepidermis als auch bei der Unterepidermis vom sauren zum alkalischen 
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— 























ree 
¢ 6 8 10pH 2. 6 8 10 pH 
Abb. 3. Deplasmolysezeiten der Zellen der Blattoberseite von Helodea canadensis 
in 0,9 mol. Lésungen von Harnstoff (———) und Glycerin (----) bei verschiedenen 
pH-Werten der Auf enlésungen. Ordinate: Zeit in Min., Abszisse: pH-Werte. 


Abb. 4 wie Abb. 3, nur Zellen der Blattunterseite von Helodea canadensis. 

















Bereich hin zu. Fiir Glycerin steigt die Aufnahmegeschwindigkeit zunachst 
vom sauren zum neutralen Bereich auch an, fallt aber dann im alkalischen 
Bereich wieder ab. 


c) Lemna gibba (L.) 

Von Lemna gibba dienten die Wurzeln als Versuchsobjekt. Das be- 
notigte Pflanzenmaterial wurde mir von Herrn Dr. R. Kandeler aus 
seinen Kulturen in freundlicher Weise zur Verfiigung gestellt. 

Nach Pirson und Seidel (1950) ist die Aufnahmegeschwindigkeit 
in den einzelnen Zonen der Wurzel verschieden und hangt auch vom Alter 
ab. Um unter immer gleichen Bedingungen zu arbeiten, beobachtete ich 
jeweils die Zone unmittelbar hinter der Wurzeltasche. Der Wurzelprefsaft 
hatte einen pH-Wert von 6,2—6,4. Der osmotische Wert der untersuchten 
Zellen betrug 0,23 mol Rohrzucker. Die Plasmolyse und Deplasmolyse er- 
folgte in 0,45 molaren Lésungen. 

In Vorversuchen konnte festgestellt werden, da Lemna gibba ein rapi- 
der Harnstofftyp ist, deshalb kam bei den Messungen mit Harnstoff die 
auf S. 84 beschriebene, abgeainderte Arbeitsmethode zur Anwendung. 


Wie Marklund (1936) und Pirson und Seidel (1950) angeben, 
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liegt die Glycerinpermeabilitat wesentlich unter der Harnstoff permeabilitat; 
ich kann diesen Befund bestitigen. Wie die Kurven in Abb. 5 zeigen, ist die 
Lemna-Wurzel um vieles mehr fiir Harnstoff als fiir Glycerin permeabel 
(bei pH 4,7 Harnstoff = 3,8 Minuten, Glyce- 
rin = 40 Minuten). Die Harnstoffkurve zeigt 
einen kontinuierlichen Verlauf, sie fallt vom 
sauren zum alkalischen Bereich hin ab. Eben- 

so verhalt sich die Glycerinkurve, allerdings ‘ 
weist sie bei pH 7,3 Unregelmafigkeiten auf. 


min 





am | 
‘ 
60 |, 
‘ 
4 








d) Oedogonium spec. 


Rottenburg (1944) berichtet, daf die 
Aufnahmegeschwindigkeit bei Zygnema durch 
eine Anderung der Auften-cH nicht beein- 
flu8t wird und glaubt, da Zygnema als 
Wasserpflanze an das jeweils sie umgebende 
Wasser anpassungsfahig sein muf. Sollte 
diese Vorstellung zutreffen, dann miiftte sich 
eine ahnliche Beobachtung auch an anderen 
Wasserpflanzen, zumindest an Algen, machen 
lassen. Ich fiihrte deshalb Versuche mit einer 
Oedogonium-Art durch. Das verwendete Ma- 
terial wurde aus einem Teich des hiesigen 
Botanischen Gartens entnommen. Der osmo- 
tische Wert der untersuchten Zellen lag bei 
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0,30 mol Rohrzucker, so konnte mit 0,45 mola- 
ren Lésungen plasmolysiert werden. Die 
Plasmolyse trat in den einzelnen Faden rasch 
ein. Die cH des Standortwassers wurde mit 
Indikatorpapier gemessen, sie lag bei pH 6,1. 

Die Versuchsergebnisse zeigen, da Oedo- 


Abb. 5. Deplasmolysezeiten 
der Epidermiszellen der Wurzel 
von Lemna gibba in 0,45 mol. 
Lésungen von Harnstoff (_—-—) 
und Glycerin (-—--) bei ver- 
schiedenen pH-Werten’ der 
Aufenlésungen. Ordinate: Zeit 


gonium ein ausgesprochener Harnstofftyp ist. ' Min., Abszisse: pH-Werte. 


Der Harnstoff wird etwa fiinfmal schneller 

aufgenommen als das Glycerin. Wie Abb. 6 erkennen laft, ist bei Oedo- 
gonium die Aufnahmegeschwindigkeit stark durch die Reaktion des um- 
gebenden Mediums beeinflubar. 

Sowohl die Harnstoff- als auch die Glycerin-Deplasmolysezeitkurve 
weist ein Optimum auf. Die Kurven steigen vom sauren Bereich bis zum 
pH-Wert 5,8 an und fallen vom pH 6,2 zum alkalischen Bereich hin ab. 

Meine Versuchsergebnisse lassen klar erkennen, da Oedogonium nicht 
zu dem von Rottenburg aufgestellten AuRen-cH-unabhingigen Typ 
gehért. Wenn Rottenburg (1944) und Krebs (1952) bei den Konju- 
gaten eine Indifferenz gegeniiber der cH feststellten, dann handelt es sich 
also entweder um spezifische Eigenschaften dieser Klasse, oder die von den 
beiden Verfassern durchgefiihrte Pufferwasserung lat fehlerhafte Ergeb- 
nisse entstehen. Bei den folgenden Untersuchungen an Campanula (S. 92) 
soll darauf noch eingegangen werden. 





G. Alcer 


e) Campanula rapunculoides (L.) 


Nach den Angaben von Rottenburg (1944) tritt bei Campanula 
trachelium (L.) im Gegensatz zu zahlreichen anderen Pflanzen die Deplas- 
molyse bei saurer Aufenreaktion eher ein als bei alkalischer. Wie die von 
mir erhaltenen Ergebnisse belegen, verhalt sich auch Campanula rapun- 
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3 4 6 
Abb. 6. Deplasmolyse- 
zeiten der Zellen von 
Oedogonium in 0.45 mol. 
Lésungen von Harn- 
stoff (———) und Gly- 
cerin (-—-—-) bei ver- 
schiedenen pH-Werten 
der AuBenlésungen. Or- 
dinate: Zeit in Min.. 

Abszisse: pH-Werte. 


8 pH 


culoides (L.) genau so wie Campanula trachelium, 
die mir fiir meine Untersuchungen nicht zur Ver- 
fiigung stand. 

Im Friihjahr und im Sommer 1952 sowie im Fe- 
bruar 1953 fiihrte ich Untersuchungen zur Bestim- 
mung der Harnstoff- und Glycerinaufnahmege- 
schwindigkeit an Campanula rapunculoides durch. 
Das Material entnahm ich schattigen Stellen unseres 
Versuchsgariens bzw. einer Gewachshauskultur. Es 
kamen Schnitte der rotgefarbten subepidermalen 
Stengelzellen noch nicht bliihender Pflanzen zur 
Anwendung. Der osmotische Wert der beobachte- 
ten Zellen betrug 0,40 mol Rohrzucker, der pH-Werit 
des Zellsaftes schwankte zwischen 5,8 und 6,2. Die 
beiden Diosmotika Harnstoff und Glycerin wur- 
den in 0,90 molarer Konzentration beniitzt. 

Die subepidermalen Zellen des Stengels von 
Campanula rapunculoides sind fiir Harnstoff der- 
art hochpermeabel, daf wie bei denLemna-Wurzeln 
die auf S. 84 angegebene Methode benutzt werden 
mufte. 

Die Harnstoffplasmolyse trat in allen Zellen 
gleichmafig ein. In kiirzester Zeit war eine voll- 
kommene Konvexplasmolyse erzielt, im sauren Be- 
reich eher als im alkalischen. Sodann ging die Plas- 
molyse gleichmafig zuriick, und nach 2,5 (im 
sauren Bereich) bis 12 Minuten (im alkalischen 
Bereich) war vollstandige Deplasmolyse eingetre- 
ten. Bei diesen Versuchen erwies es sich besonders 
klar, daB die Deplasmolysezeitmethode bei hoch- 
permeablen Objekten der plasmometrischen iiber- 


legen ist. Rottenburg mufte, um iiberhaupt Messungen vornehmen zu 
kénnen, mit 2 molarer Harnstofflésung arbeiten, und ihre erhaltenen Werte 
zeigen auch dann noch starke Streuungen. Mit der Plasmolysezeitmethode 
erhielt ich auch bei Anwendung 0,90 molarer Lésungen — abgesehen von 
den jahreszeitlichen Schwankungen, die noch diskutiert werden sollen — 
gleichbleibende Ergebnisse. Die graphische Darstellung der Deplasmolyse- 
zeiten ergibt eine Kurve (Abb. 7), die von pH (A) 3 nach pH (A) 10,5 an- 
steigt, d. h. also die Aufnahmegeschwindigkeit nimmt mit 
steigendem pH-Wert ab. Die Kurve zeigt einen kontinuierlichen 


Verlauf. 
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Die subepidermalen Stengelzellen von Campanula rapunculoides nehmen 
Glycerin wesentlich langsamer auf als Harnstoff, was aus einem Vergleich 
der Kurven in Abb. 7 leicht ersehen werden kann. Deshalb konnte bei den 
Versuchen mit Glycerin mit der gewéhnlichen Methode gearbeitet werden. 
Bei den Glycerinversuchen lagen die Deplasmolysezeiten zwischen 30 und 
85 Minuten. Die Kurve, die aus diesen jy 
Versuchen resultiert, weist gréRere Un- 7” 
regelmafigkeiten auf. Sie fallt vom 
stark sauren pH-Bereich zum pH-Wert 
des Preffsaftes ab, steigt dann plétzlich 
an und fallt ab pH 7,3 wieder. 


Wahrend der Versuche mit Glycerin 
nahm das Anthocyan der Schnitte, die 
in einem Plasmolytikum mit einem pH- 
Wert <(4,7 lagen, einen stark dunkel- 
roten, und das derjenigen in den Lésun- 
gen iiber pH 75 einen blauvioletten 
Farbton an, noch ehe die Zellen véllig 
deplasmolysiert waren. Die sich blauvio- 
lett farbenden Zellen im alkalischen Be- 
reich wiesen kiirzere und unregelmafi- 
gere Deplasmolysezeiten auf als Zellen, 
die in einigen Versuchen keine Umfar- 
bung zeigten. Das Optimum bei pH 6,6 
trat bei acht von zwélf Messungen auf 
und ist wohl nicht auf einen Fehler der 
Versuchsanordnung zuriickzufiihren. 
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An Campanula rapunculoides lieB 70 pH 


sich besonders gut eine Veranderung der 
Aufnahmegeschwindigkeit mit der Ent- 
wicklung der Pflanze feststellen. Junge 
Exemplare plasmolysierten in der Regel 
schneller als Bei bliihenden 
Pflanzen trat erst im 2 molaren Diosmo- 
tikum eine einwandfreie Plasmolyse ein. 


altere. 


Abb. 7. Deplasmolysezeiten der sub- 


epidermalen Zellen des Stengels 
von Campanula rapunculoides in 
0,.9mol. Lésungen von Harnstoff 
(———) und Glycerin (-—--) bei 
verschiedenen pH-Werten der 
Aufenlésungen. Ordinate: Zeit in 
Min., Abszisse: pH-Werte. 


Allerdings werden diese Erscheinungen, 
wenigstens zum Teil, mit den unterschiedlichen osmotischen Werten zu- 
sammenhingen. Bei jungen Pflanzen lag O, bei 0,38 und stieg bei bliihen- 
den bis zu 0,66mol Rohrzucker. Fiir diese Vermutung spricht ferner die 
Beobachtung, da im Mai 1954 auch noch nicht bliihende Pflanzen mit 
O, = 0,62 mol Rohrzucker in 1 molaren Lésungen sich nicht plasmolysieren 
lieRen. 

Rottenburg (1944) wasserte die Schnitte vor der Plasmolyse bis zu 
24 Stunden in den Pufferlésungen, um sie erst dann in das Diosmotikum 
zu iiberfiihren. Drawert (1948) hat ausfiihrlich auf die durch diese 
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Methode bedingten Fehler hingewiesen. Da aber neuerdings wieder eine 
Arbeit erschienen ist, die von dieser Vorbehandlung Gebrauch macht 
(Krebs 1952), soll hier nochmals auf diese Frage eingegangen werden. 
Aus den oben angegebenen Versuchen zur Untersuchung der Glycerin- 
aufnahme von Campanula rapunculoides geht bereits hervor, daft die 
Puffersubstanzen mit dem Diosmotikum in die Zellen eindringen und die 
cH des Zellsaftes andern miissen, da ein Farbumschlag des Anthocyans 
auftrat. Eingehende Priifungen ergaben, daf eine einstiindige Wasserung 
frischer Schnitte in reinen Pufferlésungen mit pH 10,5 eine Umfarbung der 
roten subepidermalen Stengelzellen nach Blaurot bis Violett bewirkte. Eine 
Kombination der alkalischen Pufferlésung mit Rohrzuckerlésung fiihrte zu 
einer zwar schwacheren, aber doch sichtbaren Anderung des Farbtons der 


Tab. 7. Deplasmolysezeiten subepidermaler Stengelzellen von Campanula rapun- 

culoides in 0,9mol Harnstoff mit verschiedenem pH-Wert nach einer vorher- 

gehenden dreistiindigen Wéasserung der Schnitte in 0,0015 mol. K;PO,-Lésung 
mit pH 8. 





| 


Deplasmolysezeit in sec pH | Deplasmolysezeit in sec 





105 7,4 90 
240 9,9 | 80 
160 10,0 | 70 





Zellen nach 30—60 Minuten Einwirkung. In weiteren Versuchen priifte ich 
das Verhalten frischer Schnitte nach erfolgter Vorbehandlung nach der 
Methode von Rottenburg (1944) mit 0,0015 mol. K,PO,-Lésung (pH- 
Wert der Lésung = 8). Auch bei dieser Pufferwasserung schlug der rote 
Farbton des Anthocyans nach Blau um. Zur Deplasmolyse in ungepufferter 
1 molarer Harnstofflésung benétigten diese Schnitte eine drei- 
mal so lange Zeit wie unbehandelte: unbehandelte = 115 Se- 
kunden, mit K,PO, vorbehandelt = 370 Sekunden. In gepufferten Harnstoff- 
lésungen lieferten die vorbehandelten Schnitte véllig andere Werte, als aus 
allen bisherigen Messungen an unbehandeltem Material zu erwarien gewesen 
ware. Bei unbehandelten Schnitten von Campanula rapunculoides nahm 
die Aufnahmegeschwindigkeit mit steigender cH (A) ab. Die vorbehandel- 
ten Schnitte deplasmolysierten dagegen in Harnstofflésungen oberhalb pH 7 
schneller als in den sauren Lésungen. Als Beispiel soll eine Versuchsreihe 
vom 11. Juni 1952 angefiihrt werden: Schnitte subepidermaler rotgefarbter 
Stengelzellen wurden 3 Stunden in 0,0015 mol. K,PO,-Lésung (pH8) ge- 
wassert, anschlieRend kurz mit destilliertem Wasser gewaschen und in ge- 
pufferte Harnstofflésung iibertragen. Die in Tabelle 7 aufgefiihrten De- 
plasmolysezeiten wurden beobachtet. 

Andere Versuchsreihen verliefen ahnlich oder zeigten im alkalischen Be- 
reich eine gleichbleibende Deplasmolysezeit, wieder andere erfuhren trotz 
Umfarbung des Zellsaftes keine Abweichung von den Kurvenbildern un- 
behandelter Versuchsreihen. Auch die Intensitaét der Umfarbung des Antho- 
cyans im Zellsaft von Rot nach Blauviolett war verschieden stark. 
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Daraus ergibt sich, daf eine Vorbehandlung der Schnitte in der Weise, 
wie sie von Rottenburg und Krebs durchgefiihrt wurde, mindestens 
im alkalischen Bereich eine Veranderung des physiologischen Zustandes der 
Zellen zur Folge hat. Wenn Krebs von den jeweils angegebenen zwei 
Versuchen einen als pH-abhangig, den anderen als unabhiangig registrieren 
kann, so sehe ich aus den oben aufgezeigten Griinden keine Notwendigkeit, 
die pH-unabhingigen Messungen als giiltig ansehen zu miissen. 


4.Versuche tiber die Abhangigkeit der Aufnahme- 
geschwindigkeit von Harnstoff und Glycerin vom 
pH-Wert des Zellsaftes 


Bei allen bisherigen Untersuchungen wurde nur die cH des Aufen- 
mediums verindert; es sollten nun auch Messungen bei verianderter cH 
des Zellsaftes durchgefiihrt werden. Dazu erschien Campanula als ge- 
eignetes Objekt, da es, wie aus den vorhergehenden Versuchen ersichtlich 
ist, sowohl Harnstoff als auch andere Stoffe rasch aufnimmt. 


a) Versuche, die Zellsaft-cH kiinstlich zu andern 


Ich priifte das Verhalten frischer Campanula-Schnitte nach erfolgter Vor- 
behandlung mit NH, und CO,. Die Schnitte wurden 3 Stunden in mit CO, durch- 
perltem Wasser bzw. in einer wisserigen Lésung von 0,02/100 NH,OH gewassert. 
Genau wie bei den gleichzeitig durchgefiihrten und oben beschriebenen Versuchen 
mit K,PO, schlug auch bei der Ammoniakwasserung der Farbton des Anthocyans 
der Zellen von Rot nach Blauviolett um. Bei den mit CO, behandelten Schnitten 
war keine Umfarbung (nach Dunkelrot) zu beobachten. Die Schnitte wurden dann 
mit destilliertem Wasser kurz gewaschen und in die verschiedenen gepufferten NH;- 
bzw. CO,-freien Harnstofflésungen iiberfiihrt. Diese Versuchsreihen lieferten aber 
keine einwandfreien Ergebnisse, da 1. die Messungen groRe Schwankungen auf- 
wiesen und 2. das NH, schon wihrend der Plasmolyse, jedoch auf jeden Fall noch 
vor Eintritt der Deplasmolyse, wieder aus den Zellen ausdiffundierte, wie aus der 
Riickfarbung des Anthocyans von Blauviolett nach Rot ersichtlich war. Das Ver- 
halten des CO, konnte infolge fehlender Kontrollméglichkeiten nicht beobachtet 
werden. Deshalb wurden die Versuche abgebrochen. 

Bogen (1938) fiihrte ahnliche Arbeiten an Sanchezia nobilis und Pelargonium 
zonale durch. Da er aber NH, bzw. CO, gleichzeitig mit Harnstoff einwirken lief, 
kénnen diese Arbeiten hier nicht zum Vergleich herangezogen werden. 

Nach Keyssner (1931) und Virtanen (1932) kann man die Preftsaft-cH 
einer Pflanze durch Anzucht in verschieden gepufferten Nahrlésungen andern. Ich 
zog nach Pirschle (1929) bei einer cH der Nahrlésung von pH 3,8 und pH 7,7 
Helianthus annuus aus Samen und Tradescantia zebrina aus Siecklingen. Die cH 
des Wurzelprefsaftes der so gezogenen Pflinzchen zeigte jedoch nur einen Unter- 
schied von 0,3-pH-Einheiten, und die durchgefiihrten Messungen der Deplasmolyse- 
zeiten liefen nur geringe und durchaus nicht gesetzmafige Unterschiede erkennen. 
Diese Versuche waren also wenig erfolgversprechend und wurden deshalb nicht 
weitergefiihrt. 


b) Versuche mit Bryophyllum daigremontianum (Berg.) 


Aus den bisher erhaltenen Ergebnissen geht hervor, daB die Versuche, 
die cH des Zellsaftes durch physikalisch-chemische Methoden auf langere 
Zeit zu andern, ohne Erfolg blieben. So war es naheliegend, Objekte zu 





94 G. Alcer 


verwenden, die im Verlauf ihres Stoffwechsels pH-Anderungen aufweisen. 
Diese Voraussetzungen finden sich bei den Sukkulenten erfiillt. Bekannt- 
lich nimmt der Sauregehalt des Zellsaftes nachts zu, so da der Zellsaft 
am Morgen saurer ist als am Abend. Gustafson (1925) hat den Saure- 
stoffwechsel von Bryophyllum calycinum genau untersucht. Ich arbeitete 
mit Bryophyllum daigremontianum. Nach W olf (1932) ist bei Bryophyl- 
lum calycinum von den jiingeren zu den alteren Blattern eine titrimetrisch 
zu erfassende Aciditaitszunahme festzustellen. Meine eigenen Vorversuche 
an Bryophyllum daigremontianum zeigten, da bei dieser Art auch die 
mit Indikatorpapier bestimmte aktuelle Aciditat des PreRsaftes von den 
jiingeren zu den dlteren Blattern zunimmt, und daf sie bei den besonders 
stark wachsenden oberen Blattern gréferen Schwankungen unterworfen 
ist. Deshalb kamen jeweils Schnitte der Oberepidermis aus der Blattmitte 
der Blatter des 4. Wirtels von oben zur Untersuchung. Je nach der Sonnen- 
einstrahlung konnte morgens ein Preftsaft-pH-Wert von 4,2—4,4 und abends 
von 35,0—6,0 gemessen werden. Der Preffsaft der Epidermis verhielt sich 
dabei ebenso wie der Preffsaft des ganzen Blattes. In den Sommermonaten 
stellte sich das Maximum des pH-Wertes gegen 14 Uhr ein, nach 17 Uhr 
fiel der Prefsaft-pH-Wert oft bereits wieder ab. Gustafson (1925) teilt 
fiir das von ihm untersuchte Bryophyllum calycinum ein pH-Maximum 
um 16 Uhr mit. Bei meinen Versuchen lag also im giinstigsten Fall ein 
pH-Unterschied von 1,6—1,8 Einheiten vor. Eine VergréRerung dieses Ge- 
falles durch kiinstliche Verlangerung der Nacht oder des Tages durch 
langere Verdunkelung bzw. Zusatzbeleuchtung gelang nicht. Nach zehn- 
tagiger Verdunkelung stellte sich nur ein Minimum von pH 4,4 ein. 

Mit der Anderung des pH-Wertes lief auch, wie nicht anders zu erwarten 
war, eine Anderung des osmotischen Wertes parallel. Bei pH (P) 4,4 lag der 
osmotische Wert im September zwischen 0,29 und 0,31 bei pH (P) 6 war er 
auf 0,23—0,25 mol Rohrzucker abgesunken. Im Februar 1953 wurden nied- 
rigere osmotische Werte gemessen. Sie betrugen fiir pH (P) 4 = 0,21—0,23, 
fiir pH (P) 6 = 0,16—0,18 mol Rohrzucker. Entsprechend der jahreszeitlichen 
Anderung des osmotischen Wertes anderte sich auch die Aufnahmege- 
schwindigkeit fiir Harnstoff. Bei pH 7 benétigten die Schnitte in 0,45 mol. 
Harnstofflésungen folgende Zeiten zur Deplasmolyse: 

am 11. September 1952 100 Minuten 
7. Oktober 1952 135 Minuten 
11., 12. und 16. Februar 1953 180 Minuten 

Ein iiber laingere Zeit im August/September 1952 durchgefiihrter Ver- 
gleich des pH-Wertes mit dem osmotischen Wert zeigte aber, da® die An- 
derung der beiden Werte oft voneinander unabhiangig verlauft. 

Die Versuche wurden mit 0,45 molaren Harnstoff- bzw. Glycerinlésun- 
gen durchgefiihrt und die Deplasmolysezeiten in Minuten gemessen. Die 
Raum- und Wassertemperaturen spielten bei diesen Untersuchungen wieder 
eine groe Rolle. So war die Deplasmolysezeit bei einer Temperatur von 
30° C nur etwa halb so lang wie bei 21°C. Die Messungen wurden bei einer 
Zimmer- und Wassertemperatur von 21°C durchgefiihrt. Die Plasmolyse 
trat in allen Zellen gleichmaBig ein. 
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Aus einem Vergleich der Harnstoff- mit den Glycerinwerten geht her- 
vor, daf die Zellen der Oberepidermis von Bryophyllum daigremontianum 
Glycerin etwas schneller aufnehmen als Harnstoff. Der Unterschied ist 
nicht so stark wie bei Campanula oder Helodea, tritt aber als solcher doch in 
Erscheinung. Der Verlauf der Harnstoff- und der Glycerinkurve ist, wie 
die Abb. 8 zeigt, annahernd parallel. Beide Kurven kénnen also zusammen 
behandelt werden; wir kommen dann zu 
folgender SchluBfolgerung: 


La&@t man den pH-Wert des Prefsaf- K 
tes auRer Betracht, so ergibt sich fiir das 
Verhaltnis Deplasmolysezeit/cH-AuRen- 
lésung, daf die Deplasmolysezeit mit 
fallender cH(A) abnimmt. Hattie das 
Diosmotikum pH 3, so starben die Zellen 
in 30% der Versuche noch vor dem Ein- 
tritt der vélligen Deplasmolyse ab. Bei 
stark alkalischer Reaktion der AuRen- 
lésung war dies nicht der Fall. Das Ab- 
sterben im sauren Bereich trat sowohl 
bei den Morgen- als auch bei den Abend- 
messungen ein. Bei pH 3 diirfien die 
Zellen so stark geschadigt sein, daf die 
fiir diese pH-Stufe gewonnenen Werte 
nicht mit zum Vergleich herangezogen Abb. 8. Deplasmolysezeiten der 
werden kénnen. Wie aus den Kurven in Oberepidermiszellen der Blatter — 
Abb. 8 hervorgeht, hat auch der pH-Wert Bryophyllum daigremontianum in 
des Preftsaftes einen Einflu@ auf die %” mel. ie bia woe 2 
Aufnahmegeschwindigkeit von Harnstoff ——) ee ee ee 


‘ : k : verschiedenen pH-Werten der 
und Glycerin durch die Epidermiszellen. Aufenlésungen und in Abhingig- 


Fiir die Zellen mit einem hoéhe- eit yom pH-Wert des Prefsaftes: 
ren Prefsaft-pH-Wert ergibt -o =pH ~42 und -x- = 
sich eine laingere Deplasmo- =pH ~6. Ordinate: Zeit in Min.. 
lysezeit als fiir die mit niedri- Abszisse: pH-Werte der Auften- 
gerem pH-Wert. lésung. 


Um aus diesen Ergebnissen jedoch 

SchluBfolgerungen ziehen zu kénnen, muf auch der Unterschied im osmoti- 
schen Wert beriicksichtigt werden. Das osmotische Gefialle Diosmotikum/ 
Zellsaft betragt bei pH (P) 4,2 im Mittel 0,22 Einheiten, bei pH (P) 6 dagegen 
0,33 Einheiten, demzufolge muf bei pH (P) 6 auch eine langere Deplasmo- 
lysezeit zu verzeichnen sein als bei pH (P) 4,2. Legt man die gemessenen 
Zeiten bei pH (P) 4,2 zugrunde, so lassen sich die theoretischen Deplasmo- 
lysezeiten fiir pH (P) 6 errechnen, unter der Voraussetzung, daB die cH des 
Preftsaftes keinen Einflu@ auf die Stoffaufnahme hat. 


Der Tabelle 8 ist zu entnehmen, da die errechneten Zeiten von den 
gemessenen abweichen, und zwar sind letztere gréfer. Durch diese Gegen- 
iiberstellung wird die obige Feststellung unterstiitzt, da bei Bryophyllum 
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daigremontianum die Aufnahmegeschwindigkeit der Epidermiszellen fiir 
Harnstoff und Glycerin mit fallender cH des Presaftes abnimmt. 

Zu Messungen im Marz 1953 verwendete ich ein Bryophyllum daigremontianum 
mit Zellen, deren Zellsaft teilweise durch Anthocyan schwach rdétlich gefarbt war. 


Tab. 8. Vergleich der berechneten und der gemessenen Deplasmolysezeiten fiir 
Harnstoff in Minuten. 





Gemessene Zeiten Gemessene Zeiten Errechnete Zeiten 


pH (A) pH (P) 4,2 pH (P) 6 pH (P) 6 





234 

217 

205 

191 _ 

152 245 
150 200 

10,5 155 190 


— 
— ee Wb lk be 


Wiahrend der Deplasmolyseversuche trat auch in den Bryophyllum-Zellen in der- 
selben Weise wie bei Campanula rapunculoides sowohl im sauren als im alkali- 
schen Bereich ein Farbumschlag ein. Mit dem Farbton anderte sich auch die De- 
plasmolysezeit. 


5. Versuche mit verschiedenen Pufferkombinationen 


beicH-Gleichheit 


Wie die bisherigen Ergebnisse wiederholt zeigen, ist das Eindringen 


der Puffersubstanzen zusammen mit dem Plasmolytikum in die Zellen von 
nicht zu unterschatzender Bedeutung. Ich wollte deshalb abschlieRend prii- 


Tab. 9. Verschiedene Puffermischungen fiir die pH-Stufen 4,2, 4,2 und 7,4. 





Z 3 | 1/, mol. | 
usammensetzung der Puffergemische Hamstofflsung, 

4 cm® 0,1 mol Citronenséiure und 6 cm*® m/15 Natriumcitrat | 90 cm? | 

1 em® n/10 H,PO, und 9 em® m/15 KH,PO, 90 em’ 

5 em® 0,1 mol CH,COOH und 5 cm*® m/15 CH,COONa 90 cm? 

10 cm® m/15 KH,PO, 90 cm? 

2,5 em® 0,1 mol Citronensaéure und 7,5 em’ m/15 Natriumcitrat 90 em* 

5,8 em* 0,1 mol H,;BO, und 4,2 em® m/150 Na,B,O, 90 em? 

4,8 em? m/15 KH,PO, und 5,2 em® m/15 K,PO, | 90 em’ | 

6,6 cm® 0,1 mol H,;PO, und 2,4 em* m/15 K,PO, 90 cm? 7,4 





fen, ob verschiedene Puffer bei cH-Gleichheit einen unterschiedlichen Einflu8 
auf die Deplasmolysezeiten ausiiben. Die verschiedenen in Tabelle 9 an- 
gegebenen Pufferkombinationen wurden empirisch mit der Glaselektrode 
ermittelt. Zur Untersuchung kamen die drei pH-Stufen 4,2, 4,7 und 7,4. 

Als Objekte dienten Helodea canadensis und Rhoeo discolor. Folgende 
Feststellungen konnten gemacht werden. Bei pH 4,2 trat eine Deplasmolyse 
nur im Phosphatpuffer ein, im Acetat- und Citratpuffer waren die Zellen 
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noch vor Eintritt der Deplasmolyse abgestorben, und zwar im Acetat- 
eher als im Citratpuffer. Gleiche Erfahrungen lieRen sich auch fiir pH 4,7 
machen. 

Bessere Ergebnisse lieferten die Versuche bei pH 7,4. Die Helodea- 
Zellen plasmolysierten gleichmaRig, im Boraxpuffer war die Deplasmolyse 
nach 15 Minuten, in den Phosphatpuffern nach 17 Minuten eingetreten. 
Ein Unterschied von 2 Minuten ist aber zu gering, um daraus Beweise ab- 
leiten zu kénnen. Interessantere Beobachtungen lieBen sich wahrend der 
Versuche mit dem weniger permeablen Rhoeo discolor bei pH 7,4 machen. 
Bereits nach einstiindigem Einwirken des Plasmolytikums waren die 
Schnitte im Boraxpuffer blaulich gefarbt, eine Konvexplasmolyse trat 
etwa gleichzeitig mit beendeter Umfarbung ein. Die Schnitte in den 
phosphatgepufferten Harnstofflésungen zeigten zunachst Konkavplasmolyse, 
die erst nach 8 Stunden in eine Konvexplasmolyse iiberging. Nach 16 Stun- 
den war die Plasmolyse in allen drei Ansatzen gleichmafig zuriickgegangen 
und nach 22 Stunden waren alle Schnitte deplasmolysiert. Aus diesem Er- 
gebnis geht hervor, daf die Zusammensetzung der benutzten Puffergemische 
nicht zu vernachlassigen ist. 


D. Besprechung der Ergebnisse 


Bei der Auswertung der Ergebnisse miissen verschiedene Tatsachen 
Beriicksichtigung finden. Es lie® sich immer wieder feststellen, daf Pflan- 
zen auf gleichbleibende Versuchsbedingungen nicht immer gleichmafig 
reagierten. Dieses wechselhafte Verhalten hat seinen Grund in verschie- 
denen Ursachen. Besonders bei Objekten, die ich iiber einen langeren Zeit- 
raum zu beobachten hatte, traten verschiedenartige Ergebnisse zutage. In 
der Beschreibung der Versuche mit Bryophyllum habe ich schon darauf 
hingewiesen, daf die Aufnahmegeschwindigkeit fiir Harnstoff von der 
Jahreszeit sehr abhangig ist. Diese Tatsache, auf die bereits Fitting 
(1915) fiir andere Objekte hinweist, lieB sich ebenfalls in starkem MaBe 
bei Rhoeo discolor und bei Campanula rapunculoides beobachten. Rhoeo 
discolor deplasmolysierte in Harnstofflésungen gleicher Konzentration im 
Februar nach ~5 Stunden, im Mai nach ~ 22 Stunden und im Juli nach 
~ 8 Stunden. Meine Versuche an Campanula wurden im Mai/ Juni an Frei- 
landmaterial und im Februar an Gewachshauspflanzen mit gleicher Ent- 
wicklungsstufe durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, da die Schnitie zur 
Deplasmolyse im Februar eine zwei- bis dreimal so lange Zeit benétigten 
wie im Mai des Vorjahres. Da fiir die beiden Versuchsperioden Material 
gleicher Entwicklungsstufe verwendet wurde, kénnen wir annehmen, daf 
nicht das Alter der Pflanzen, sondern entweder die jahreszeitlichen Schwan- 
kungen oder die 6kologischen Anzuchtbedingungen fiir die auftretenden 
Unterschiede verantwortlich zu machen sind. 


Selbstverstandlich ist mit einer Anderung des osmotischen Wertes auch 
eine parallele Anderung der Deplasmolysezeit verbunden, wie es die Ver- 
suche an bliihender Campanula deutlich zeigten. Man wird also nicht immer 
entscheiden kénnen, ob die Jahreszeit oder das Alter der Pflanzen ihr ver- 
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schiedenes Verhalten bedingen, mitunter wird es so sein, da beide Fak- 
toren eine Wirkung ausiiben. 


Aber auch Witterung und Standort der Pflanzen wirkten sich auf die 
Aufnahmegeschwindigkeit fiir Harnstoff und Glycerin aus. Alle diese 


Tab. 10. Deplasmolysezeiten von Campanula rapunculoides fiir Harnstoff in den 

einzelnen Mefreihen in Sekunden und in der Zusammenfassung in Minuten, fiir 

Glycerin nur in Minuten angegeben. Die. Mefreihen lassen deutlich die Variations- 
breite der gefundenen Werte erkennen. 





Harnstoff 0.9 mol 





1952 





6. 5. 





110, 45 195 , 105 
| 105 | 60 | 195 | 120 
| 180 | 120 | 240 | 

280 | 180 | 345 
| — | 270 | 420 





1953 





3. 6. - 6.| 19. 2.) 20. 2.) 27. 2.) 10. 4.} 





60 | 230 | 190 | 280 
| 120 | 223 | 215 | 190 | 250 
| 135 238 | 2: 230 | 330 
240 | 505 | 63 720 | 490 
285 | | 795 480 











pH 





3.0 ‘ 37 
3,4 g ‘ 56 
4,7 ‘ 35 
5,7 ‘ | 47 
6,1 | 47 
6,6 | 70 
7,3 > 5s 60 
9,5 | | 40 


Faktoren miissen beriicksichtigt werden. Es war deshalb notwendig, die 
Versuche als Mefreihen iiber alle pH-Bereiche gleichzeitig anzusetzen. Eine 
Berechnung des mittleren Fehlers konnte aus demselben Grunde auch nicht 
erfolgen, denn die Parallelwerte der einzelnen MeRtage weichen mitunter 
weit voneinander ab. Die Tabelle 10 zeigt fiir Campanula diese Abwei- 
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chungen deutlich. Vergleicht man aber die Meffreihen als Ganzes mit- 
einander, so tritt die Tendenz der cH-Abhiangigkeit bei jedem Objekt klar 
hervor. Die Versuchsergebnisse zeigen, da eine deutliche Abhangigkeit 
zwischen der Geschwindigkeit der Stoffaufnahme und der cH des Aufen- 
mediums zu bestehen scheint. Diese Erscheinung kénnen wir nicht allein 
auf eine Veranderung des Verteilungskoeffizienten (VK) bei wechselnder 
cH zuriickfiihren (Drawert 1948). Die Stoffaufnahme wird von den ver- 
schiedensten Faktoren beeinflu&t, so daB wir noch andere Gesichtspunkte 
zur Deutung der cH-Abhangigkeit heranziehen miissen. 

Auffallend ist es auch, da im mittleren pH-Bereich der Mefreihen 
Schwankungen immer dann auftreten, wenn langere Deplasmolysezeiten 
vorliegen. So finden sich bei den Harnstoffwerten fiir Rhoeo Unregelmiafig- 
keiten, bei den Glycerinwerten dagegen nicht. Rhoeo ist aber ein ausgespro- 
chener Glycerintyp. Umgekehrt sind die Verhialtnisse bei den extremen 
Harnstofftypen Campanula und Lemna. 

Ferner ist auch zu bedenken, daf die Puffersubstanzen als Ionen die- 
jenigen zusatzlichen Wirkungen ausiiben kénnen, die Prell (1953) den 
Ionen zuweist. In reinen, ungepufferten Harnstofflésungen deplasmolysieren 
die Zellen langsamer als in gepufferten Lésungen, wie an Campanula fest- 
gestellt werden konnte. Diese Beobachtungen stehen mit den Angaben von 
Prel] (1953) im Einklang, daB mit einem Diosmotikum kombinierte Ionen 
eine zusatzliche Volumenzunahme des Protoplasten bedingen, so daf eine 
schnellere Deplasmolyse eintritt. Diese schnellere Deplasmolyse beruht aber 
nicht auf einer schnelleren Aufnahme des gepriiften Stoffes. Die mit der 
plasmolytischen Methode erzielten Ergebnisse kénnen danach unter Um- 
standen kein Absolutma® fiir die Aufnahmegeschwindigkeit von Harnstoff 
und Glycerin darstellen. Sie wiirden sich vielmehr aus Harnstoff- bzw. 
Glycerin- und aus Ionenwirkung zusammensetzen. Da es bisher noch nicht 
gelungen ist, die osmotische von der meta- und nichtosmotischen Stoff- 
aufnahme zu trennen oder jede fiir sich einzeln zu bestimmen, ist es auch 
nicht méglich, in der Frage der Ionen und der Mitwirkung der cH eine end- 
giiltige Entscheidung zu fallen. Aus den oben dargelegten Griinden kénnen 
wir aber annehmen, da nicht nur die wechselnde cH der Grund fiir eine 
Anderung der Aufnahmegeschwindigkeit fiir Harnstoff und Glycerin ist, 
sondern dai die durch die Puffersubstanzen bedingte schwankende chemi- 
sche Zusammensetzung des Diosmotikums und eine Aufnahme der Puffer- 
substanzen selbst nicht zu vernachlassigen sind. 

Das Verhalten der einzelnen Objekte und die ,,verkehrte* cH-Abhangig- 
keit bei Campanula zeigen deutlich, da den Objekten selbst auch eine ent- 
scheidende Bedeutung bei der behandelten Stoffaufnahme zukommt. Ob 
dabei die Plasmagrenzflachen oder irgendwelche Speicherungsvorgiange eine 
Rolle spielen, kann hier nicht erértert werden. 

Fiir die Veranderung der Aufnahmegeschwindigkeit bei wechselnder cH 
des Zellsaftes kann folgende Erklarung gegeben werden. Wie die Versuchs- 
ergebnisse an Bryophyllum zeigen, ergibt sich bei einer Erhéhung der cH 
des Zellsaftes gleichzeitig eine Verkiirzung der Aufnahmezeit fiir Harnstoff 
und Glycerin. Die Erhéhung der Aciditat des Zellsaftes ist auf die Zunahme 
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der organischen Sa&uren zuriickzufiihren. Aus Abb. 1 dieser Arbeit ist 
andererseits zu entnehmen, daf eine Erhéhung des Sauregehaltes in der 
Lipoidphase in den Modellversuchen auch eine sich dazu proportional ver- 
haltende verstarkte Lésung des Harnstoffes in dieser Phase zur Folge hat. 
Nach Collander und Barlund (1933) ist dieses bessere Lésungsver- 
mégen bei allen von ihnen untersuchten Nichtelektrolyten vorhanden. Die 
Loslichkeit steht im Zusammenhang mit der chemischen Konstitution des 
Nichtelektrolyten. Daraus kann man fiir die lebende Zelle folgern, daB die 
organischen Sauren des Zellsaftes in ihrer Eigenschaft als Sauren wirken. 
In den Versuchen mit Bryophyllum wire also anzunehmen, da der Harn- 
stoff sich mit sauren Zellsaftkomponenten in einer osmotisch wirksamen 
Form verbindet und so zu einer schnellen Deplasmolyse fiihrit. Aber auch 
hier ist die cH des Zellsaftes nicht der einzige Faktor, der die Aufnahme- 
geschwindigkeit bedingt, wie aus einem Vergleich der untersuchten Objekte 
hervorgeht. Die cH-Unterschiede der Preffsaéfte der einzelnen Pflanzen 
variieren in gewissen Grenzen, die Aufnahmegeschwindigkeiten zeigen aber 
wesentlich gréRere Unterschiede. 

Von einer kausalen Klarung der Abhangigkeit der Deplasmolyse- 
geschwindigkeit von der cH der Auffenlésung und des Zellsafies sind wir 
also noch weit entfernt, wir kénnen zuniachst nur die Tatsache feststellen, 
daB so eine Abhangigkeit besteht. 


E. Zusammenfassung 


1. In Modellversuchen mit Olivenél-Olsiure und wiasseriger Harnstoff- 
lésung wurde ermittelt, da die Verteilung des Harnstoffes zwischen wisse- 
riger Phase und Olsiure-Olphase dem Henry-Nernstschen Verteilungssatz 
folgt. Ferner ist der Verteilungskoeffizient (VK) des Harnstoffs dem Ol- 
siuregehalt der Olphase direkt proportional. Der VK wird bei einer Ande- 
rung der cH der wasserigen Phase nicht wesentlich verschoben. 

2. Die Aufnahme von Harnstoff und Glycerin durch die lebende Zelle 
wird unter den angegebenen Versuchsbedingungen nicht durch anaerobe 
Verhaltnisse beeinflu®t; dagegen wird die KNO,-Aufnahme durch Sauer- 
stoffmangel gehemmt. 

3. Die Aufnahmegeschwindigkeit fiir Harnstoff und Glycerin ist von der 
cH des Aufenmediums abhangig, wobei drei Gruppen von Objekten unter- 
schieden werden kénnen. Bei Rhoeo discolor, Helodea canadensis, Lemna 
gibba und Bryophyllum daigremontianum nimmt die Aufnahmegeschwin- 
digkeit mit steigendem pH-Wert der Aufenlésung zu, bei Campanula 
rapunculoides nimmt sie dagegen ab. Die Chlorophycee Oedogonium weist 
eine Optimumkurve auf. 

4. Die Aufnahmegeschwindigkeit wird auferdem von der cH des Zell- 
saftes beeinfluBt, denn sie nimmt bei Bryophyllum daigremontianum mit 
fallender cH des Gewebepreftsaftes ab. 

5. Es konnte wiederholt beobachtet werden, da auch die Puffersub- 
stanzen in die Zellen eindringen und dort schadigende oder zusiitzliche 
osmotische oder anosmotische Wirkungen ausiiben. 
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6. Aus den Beobachtungen geht hervor, daf es von grofer. Wichtigkeit 
ist, da auch bei allen zellphysiologischen Untersuchungen die ékologischen 
Bedingungen, unter denen sich die Versuchspflanze befindet, beriicksichtigt 
werden. Es wurde im Laufe der Untersuchungen wiederholt festgestellt, daB 
die Jahreszeit, der Standort, der Feuchtigkeitsgehalt des Bodens und die 
Witterung die Ergebnisse stark beeinflussen. 


Herrn Professor Dr. H. Drawert danke ich fiir die Anregung der 
Arbeit. 
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Uber die Regeneration bei den Cladophoraceen 


Von 


Gustav Schoser 


Aus dem Botanischen Institut der Universitat Tiibingen 
Mit 23 Textabbildungen 
(Eingegangen am 8. Oktober 1955) 


1. Einleitung 


Cladophoraceen sind schon wiederholt fiir das Studium von Regenera- 
tionsvorgangen benutzt worden. Mie he (1905) hat als erster die Regenera- 
tion von Meerescladophoren nach plasmolytischer und mechanischer Iso- 
lation beschrieben. Czaja (1930) ist die Regeneration bei der SiiRwasser- 
alge Cladophora glomerata gelungen. Auch in cytologischer Hinsicht sind 
die Cladophoraceen 6fters behandelt worden (Carter 1919, Schussnig 
1923, List 1950, Peterschilka 1924 und Geitler 1936). 

Trotz dieser zahlreichen Arbeiten ist die Regeneration bei Cladophora 
im Hinblick auf das zellphysiologische Geschehen noch nicht genauer unter- 
sucht worden. 


2. Material und Methodik 
a) Algenmaterial 

Zu den Versuchen sind verschiedene Arten verwendet worden. In der 
Wachstumsfiahigkeit zeigen die Cladophoraceen eine grofe Variationsbreite, 
da bei einigen Arten alle Zellen teilungsfahig sein kénnen (Rhizoclonium), 
andere meist Spitzenwachstum neben interkalarem aufweisen (Cladophora), 
wieder andere ausschlieBlich Spitzenwachstum (Pitophora). 

Das Material wurde jeweils demselben Standort entnommen, griindlich 
ausgewaschen und hernach in grofe Kulturgefa®e mit Nahrlésung gebracht. 
folgende Arten wurden verwendet: 

1. Cladophora glomerata (L.) Kuetz. ampl. Brand von einem Brunnen- 
ausfluB in Tiibingen-Lustnau. 

2. Cladophora fracta var. normalis Rabenhorst aus einem Aliwasserarm 
des Rheins bei Speyer. 

3. Cladophora fracta var. lacustris (Kuetz.) Brand aus dem Stadt- 
brunnen von Trochtelfingen/Hohenzollern. 


8* 
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4. Cladophora crispata (Roth.) Kuetz. amp]. Brand im Zellaquarium des 
Botanischen Gartens Tiibingen. 

3. Cladophora fracta var. rivularis Brand im Alpinumteich des Tiibinger 
Botanischen Gartens. 

6. Cladophora fracta Kuetz. ampl. Brand aus dem Starnberger See. 

7. Rhizoclonium hieroglyphicum (Agardh) Kuetz. SchloBbach bei Zirl. 
Tirol, in der Sill bei Gries am Brenner und in einem Brunnenauslauf in 
Tiibingen-Lustnau. 


8. Pitophora oedogonia (Mont.) Wittrock aus dem Warmwasserbecken 
des Botanischen Gartens Tiibingen. 


b) Kulturbedingungen 


Zur Gewinnung optimaler Bedingungen waren umfangreiche Versuche not- 
wendig. Folgende Anordnung hat sich bewahrt: Die gut gereinigten Algen wurden 
in 1-l-KulturgefaRe (viereckige Glaskiivetten) mit Nahrlésung gebracht. Diese Ge- 
fae standen in einer 20cm hohen Zinkwanne, die staindig mit Leitungswasser 
bespiilt wurde. Damit lie® sich eine ziemlich konstante Temperatur von 15°C 
(+ 1°) erreichen. Zur Beleuchtung dienten zwei iiber die Zinkwanne gehiangte 
Leuchistoffréhren vom Typ HNW 120, 25 Watt (Osram), die in 30 em Abstand 
von der Bodenflache 800 Lux Lichtintensitat liefern. Diese Intensitat und die spek- 
irale Energieverteilung der Leuchtstoffréhren erweist sich als durchaus geeignet 
fiir die Kultur der Cladophoraceen bei 12stiindiger Belichtungsdauer. 

Nach Versuchsreihen mit verschiedensten Nahrlésungen hat sich, von den Ver- 
suchen von Uspenskij-Uspenskaja (1925) und Czaja (1930) ausgehend, 
eine eigene Lésung gut bewahrt. die auf 11 dest. Wassers enthielt: 

BNO 0. 2 3s See Gos is Ome 
Ca(NOs), Me ipdardn aah ay ea 
RO ee Oe, es 
RORSON. “= A! Sark ants Sete Bo OO 
Rae ce tet bee. See 
<<) 


Fe-Zitrat + Zitronensiure je 7.5 

Dazu wurde je Liter 1 ml Hoagland A” (ohne Sn, Co, Cu. Ni) als Spuren- 
elementlésung gegeben. 

Die Nahrlésung hielt ihren pH-Wert iiber ein bis zwei Monate; die Pufferung 
mit Karbonat sagte den Algen gut zu. Der pH-Wert ist 7.6. Das Eisen bleibt 
als Zitrat lange in Lésung. In den Stammkulturen wird die Nahrlésung alle 
4 Wochen gewechselt. in den Versuchsreihen bleibt die Nahrlésung fiir die Dauer 
des Versuchs. 

c) Praparation 

Zum Siudium der Regeneration einzelner isolierter Zellen wurden die Algen- 
faden mit Hilfe eines Prapariermikroskops (Leitz 30fach) und Lanzetinadeln bzw. 
einer Pinzettenschere zerteilt. Die Zellstiimpfe der zerstérten Nachbarzellen wurden 
von den Resten des Zellinhalts freigemacht, da diese Zellbruchstiicke den Ablauf 
der Regeneration beeintrachtigen kénnen. Es wurden jeweils etwa 25. isolierte 
Zellen in ein Reagenzglas mit 10m] Nahrlésung gebracht und mit einer Stanniol- 
kappe gegen Verschmutzung abgedeckt. Hierauf erhielten die Algen die vorher 
beschriebenen Kulturbedingungen. Die regenerierenden Zellen wurden je nach 
den Versuchsbedingungen aus den Reagenzglasern entnommen. 
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d) Fixierung 
Die Zellregenerate wurden in kleinen Filterpapiertiiten von der Nahrlésung 
getrennt, fixiert, ausgewaschen und auf einen Objekttrager iibertragen. Folgendes 
Fixierungsgemisch gab die einzelnen Zellbestandteile gut wieder und erméglichte 
ein rasches Verarbeiten des Versuchsmaterials: 
Civoms@iire- -. . 2. 2 2. Se 
Pikrinsaure. .< ..... .:% = 10mg 
3% K,Cr,O,-Liésung in Wasser 49 ml 
PIOMONSARTG 5 oo ek Ss 1 ml 
Zinkchlorid ........ . .1000mg 
dest: Wasser. 0.6. ioe. SU 
Fixiert wurde 30 Min. bis 2 Std. Hernach wurden die Objekte in Leitungswasser 
gewaschen. 
e) Farbung 
Zur differenzierten Darstellung von Zellkern, Pyrenoiden, Chromatophoren und 
Plasma habe ich Eisenhimatoxylin als Kernfarbstoff verwendet (schwarz), die 
Pyrenoide habe ich mit Azophloxin (rot) tingiert, die Chromatophoren mit Alizarin- 
viridin (griin) und das Plasma (gelb) mit Naphtholgelb S. Fiir die meisten Unter- 
suchungen ist die Hiamatoxylinfarbung ausreichend, da sich das Plasma damit 
anfarben lat (nahere Angaben iiber Farblésungen und Farbevorgang s. Sc ho- 
ser, Diss. Tiibingen 1955). 


3. Untersuchungen an lebenden und fixierten Regeneraten 


a) Verlauf der Regeneration 


Miehe (1905, an Meerescladophoren) und Czaja (1930, an Clado- 
phora glomerata) haben iibereinstimmend festgestellt, da das Regenera- 
tionswachstum am basalen Pol der Zelle einsetzt. 

Die Beobachtung am lebenden Objekt ergibt bei Cladophora glomerata 
zunachst keinen Unterschied zwischen dem basalen und apikalen Teil der 
Zelle. Nach der Isolierung jedoch woélben sich die vom mechanischen Druck 
befreiten Querwande nach aufen. In den folgenden zwei Tagen stiilpt sich 
der Basalteil der Zelle in Richtung des alten Fadens immer mehr vor. Dann 
beobachtet man.-eine starke Anhaufung des Zellinhalts am basalen Pol, 
wihrend der iibrige untere Teil der Zelle durchsichtiger wird. Dies aufRert 
sich besonders darin, da der dichte .netzformige Chromatophor™ starker 
aufgelockert wird, ja sich sogar in kleine runde Scheibchen aufzulésen 
scheint, die nur durch Plasmabriicken verbunden sind. Diese Chromato- 
phorenscheibchen haufen sich dann meist um die Pyrenoide. 

Die Zellkerne kénnen in vivo nicht beobachtet werden, da sie sich im 
Zellinnern befinden und allermeist durch Pyrenoide und Chromatophoren 
verdeckt bleiben. Nach Ablauf von etwa 8—14 Tagen hat sich die Rhizoid- 
zelle, die inhaltsirmer ist als die Ausgangszelle, abgeteilt. Das Apikal- 
wachstum lauft so ab, wie es von der Seitenzweigbildung her bekannt ist. 
Der apikale Spro8 durchbricht also niemals die apikale Querwand, sondern 
der neue Trieb wachst ohne Ausnahme aus dem obersten Teil der Langs- 
wand hervor an der Stelle, an der auch die Schwarmer nach ihrer Entwick- 
lung die Zelle verlassen. Das apikale Wachstum verlauft sehr rasch, die 
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Pflanze bildet bald einen normalen Thallus. Czaja vermutet, daB nur die 
zylindrische Langswand wachstumsfahig ist. Man kann auferdem beob- 
achten, daff der obere Teil der Lingswand eine gréRere Dehnbarkeit besitzt. 
was sich im Herbst oder bei ungiinstigen Lebensbedingungen bei der Anlage 
der Dauerzellen aubert, die oben sehr stark anschwellen kénnen. wiihrend 


& uit 
Abb. 1. Cladophora 
fracta rivularis 
(63 X 12). 4 Tage 
altes Regenerat. 
Der basale Pol 
wiahrend der Re- 
generation. Es ist 
eine deutliche 
Kern- und Plasma- 
anhaufung zu be- 
obachten. 


sie am basalen Zellteil die urspriing- 
liche Dicke beibehalten, bis dann 
nach einiger Zeit die Zelle sich mehr 
abrundet und mit einer dickeren 
Membran umgibt. — Dies deutet 
vielleicht darauf hin, daf in der obe- 
ren Zellwand das Mizellargefiige der 
Fibrillen weniger dicht ist bzw. mehr 
aus Hemizellulose und Pektinen be- 
steht. 


Bei den untersuchten Formen von 
Cladophora fracta finden sich im we- 
sentlichen die gleichen Phainomene wie 
bei Cl. glomerata. Cl. fracta spec. rege- 
neriert in 6 Tagen, Cl. fracta var. lacus- 
tris in 8 Tagen. wahrend Cl. fracta var. 
normalis, Cl. fracta var. crispata und 
Cl. fracta var. rivularis in 8—10 Tagen 
eine Rhizoidzelle abgetrennt haben. Bei 
diesen Arten tritt besonders die inhalts- 
armere Basalzelle in Erscheinung. Gele- 
gentlich wird bei diesen Arten die Rhi- 
zoidzelle als Haftorgan mit mehreren 
Fortsatzen ausgebildet. Jede Rhizoid- 
zelle zeigt in ihrem unteren Teil eine 
starke Anhaufung des Zellinhaltes, die 
wachsende Spitze selbst ist frei von 
Chloroplasten. 

Bei der tropischen Griinalge Pito- 
phora wurde die Regeneration von vege- 
tativen Zellen und Akineten untersucht. 
Im Gegensatz zu den bisher besproche- 
nen Arten findet hier sehr selten eine 
Rhizoidbildung statt. bei den Akineten 
ist sie tiberhaupt nicht beobachtet wor- 


Abb. 2. Rhizoclo- 
nium hieroglyphi- 
cum (63 X 12). 

1 Tag nach der 
Isolierung. 


den. Findet eine basale Regeneration statt, so wiachst das Rhizoid in der gleichen 
Dicke aus wie die isolierte Zelle selbst, ohne eine Form von Haftorgan zu bilden. 
Der Zellinhalt erscheint in allen Teilen gleich dicht, da alle Zellen eine groBe Anzahl 
von Pyrenoiden besitzen, die im Gegensatz zu denen der Cladophoren sich schon in 
der aufersten apikalen Region vorfinden. Die Regenerationszeit (Bildung einer 
neuen Zelle) dauert bei dieser Alge 14 Tage und mehr. 


Die ruhenden Akineten von Pitophora sind tief dunkelgriin. Setzt das Wadhs- 
tum ein, dann werden sie hellgriin, und an einer Zellseite wachst der neue Faden 
aus. In 10 Tagen ist die erste Querwand gebildet. Aber sicher sind fiir diese 
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Alge die Temperaturbedingungen nicht optimal, da das Optimum hdéher liegen 
diirfte. 

Rhizoclonium hieroglyphicum regeneriert sehr leicht. Schon am 2. Tag nach 
der Isolierung kann man am basalen Zellpol eine Akkumulation des Zellinhaltes 
beobachten. Nach weiteren 2—3 Tagen ist die Zelle in Richtung des alten Fadens in 
der urspriinglichen Dicke ausgewachsen. Die Chromatophoren werden bei dem raschen 
Wachstum stark zerkliiftet, und nach 4—6 Tagen gliedert sich eine inhaltsirmere 
Basalzelle ab. Danach setzt auch das apikale Wachstum ein, dabei ist besonders 
zu bemerken, daft der neue Sprof wie ein Seitenzweig angelegt wird, obwohl bei 
normalem Wuchs die vegetativen Zweige fast vollkommen fehlen oder héchstens 
cin- bis wenigzellig sind. Dies ist um so erstaunlicher, als Rhizoclonium neben 
dem Spitzenwachstum ein ausgesprochen interkalares Wachstum aufweist.. 


b) Das Verhalten der Kerne 


Zur mikroskopischen Untersuchung des Verhaltens der einzelnen Zell- 
bestandteile wahrend der Regeneration wurden Priaparate mit Vierfach- 
firbung angefertigt, und zwar mit allen eingangs genannten Arten. AuRer- 
dem wurden Zellen von Cl. crispata, Cl. fr. rioularis und Rhizoclonium in 
den ersten Tagen der Regeneration alle 2 Std. fixiert und mit Hamatoxylin- 
losung gefarbt. 


Im Augenblick der Zellisolierung liegen die Kerne meist in spiraliger 
Anordnung im Zellumen innerseits der Chromatophoren. Bei Rhizoclonium 
sind die Zellkerne in gleichen Abstianden in einer Reihe angeordnet, eben- 
falls bei diinnen Faden von Cl. fracta der verschiedenen Arten, bei Pito- 
phora liegen die Zellkerne regellos in der Zelle. Bei vielkernigen Zellen laKt 


sich jedoch eine deutliche Kernakkumulation im Apikalieil feststellen: 
Lést man aber durch Isolierung der Zellen (bei Beginn der Dunkel- 
periode) die Regeneration aus, so andern sich diese Verhaltnisse grund- 
legend. Zunichst gibt der ganze Protoplast der isolierten Zelle dem fehlen- 
den Wanddruck nach, er rundet sich ab. Ferner héren die sonst synchron 
ablaufenden Mitosen in der Zelle fast schlagartig auf: es muf eine tief- 
greifende Verainderung vor sich gehen. Die Mitosen im normalen Faden 
setzen gewohnlich am apikalen Ende ein, was durch das dichtere Plasma 
verstandlich wird (vgl. Biinning 1953). 2 Std. nach der Isolierung findet 
man noch vereinzelte Mitosen am Apikalende, basal sind sie rasch zum Ab- 
klingen gekommen, und es scheint sich zunichst an den Zellkernen nichts 
zu andern. Schon 4 bzw. 6 Std. nach der Lostrennung der Zellen aus dem 
Faden vertieft sich die Kernfarbung und eine starkere Plasmafarbung tritt 
in Erscheinung. Auferdem kann man an Zellen mit weniger als acht Zell- 
kernen eine basale Verlagerung der Nuclei beobachten. Nach 10 Std. ist bei 
Cl. crispata vereinzelt die Ausstiilpung des Protoplasten an der Zellbasis 
zu erkennen, damit gehen basale Kernteilungen einher. Eine deutlich inten- 
sivere Plasmafarbung beobachtet man 12 Std. nach der Isolierung. In der 
anschlieBenden 12stiindigen Lichtperiode verandern sich diese Befunde un- 
wesentlich. Nur vereinzelt beobachtet man Mitosen an der Zellbasis, ein 
Zeichen dafiir, da (vgl. Geitler 1936) wir hier keine ausgesprochene 
Mitoserhythmik mehr haben. Das Plasma zeigt in dieser Zeitspanne keine 
erkennbare Verainderung. — Nach 24 Std. ist eine fortschreitende Kern- 
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haufung an der Zellbasis zu beobachten, was durch die basal ablaufenden 
Mitosen bedingt sein mag. Nach 36 Std. sind die ersten Ansatze der Rhizoide 
ausgebildet, die etwa ein Zehntel der alten Zellinge betragen. Isoliert man 
aber zwei Zellen, so ist apikal und basal der Regenerationsvorgang zu beob- 
achten. Die Zelle scheint also im allgemeinen gleichzeitig nur an einem Zell- 
pol zur Regeneration befahigt zu sein. Hat eine Zelle im Fadenverband 
begonnen, einen Seitenzweig anzulegen, so regeneriert sie an beiden Zell- 
polen, wobei aber nachfolgend die Basis bevorzugt 

wird. 
Konform mit diesen Veranderungen geht die 
VergréRerung des Nucleolusvolumens, weniger aus- 
gepragt ist zunachst das Kernwachstum selbst. Der 
Nucleolus seinerseits orientiert sich im Kern mehr 
der Zellbasis zu. Als weiteres Symptom fallt die 
starke Farbbarkeit des ganzen Kerns immer wieder 
ins Auge. Nach der Teilung entstehen gleich grofe, 
gleichgestaltete Kerne, die aber im Gegensatz zu 
den Ruhekernen gréBere Nucleolen aufweisen. In 
einigem (je nach der Art verschiedenem) Abstand 
vom apikalen Pol vergréfert sich 


neben dem 


Nucleolusdurchmesser auch der des Kerns um rund 
20% gegeniiber dem des Ruhekernes. Diese Kerne 
haben meist die Gestalt eines Ellipsoides, wahrend 
die des apikalen Pols fast ausschlieBlich kugelig 


sind. Unmittelbar vor der Teilung wichst natiirlich 
auch das Volumen der Zellkerne am apikalen Pol 
stark an und bleibt nach der Mitose langere Zeit im 
Verhaltnis zum Ruhekern reduziert. 

Wenn das Wachstum an der Apikalseite der Zelle 
einsetzt, liegen die Verhaltnisse hier zunachst ihnlich 
wie an der Basis. Wiederum ist erhéhte Farbbarkeit 


Abb. 3. 


crispata 


Cladophora 
(40 X 6). Ein 
Zellregenerat 28 Std. 
nach der _ Isolierung. 
Die Ausbildung des 
basalen Pols mit dich- 
terem Plasma und vie- 


len Kernen wird sicht- 
bar (mit Hamatoxylin- 
lésung gefarbt). 


zu verzeichnen. Die Mitosen sind auch hier nicht mehr 
gleichzeitig, trotzdem unterscheidet sich die apikale 
Regeneration kaum vom normalen Wachstum. 


c) Das Kern-Nucleolus-Volumen-Verhaltnis 


Dem Nucleoluswachstum folgt das Kernwachstum nach. Alle Beobach- 
tungen und Messungen deuten darauf hin, daf diese Beziehung im Regenera- 
tionsverlauf nicht konstant bleibt. Immer dann, wenn wir starkes Plasma- 
wachstum antreffen, vergréBert sich das Kernkérperchen betrachtlich. Somit 
scheinen die Nucleoli auch hier ein Kriterium fiir das Plasmawachstum 
darzustellen, was besonders deutlich wird an Stellen intensiver Plasma- 
bildung (vgl. Caspersson 1950, Biinning 1951, Zepf 1952, Biin- 
ning und Biegert 1953). Es zeigt sich weiter, daft das Kernvolumen 
am apikalen Pol weniger vergréRert wird, als wir es an der Apikalseite 
vorfinden. Andererseits zeigen die Messungen ein Ansteigen des Kern- 
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Tabelle 1. Das Verhaltnis der Volumenanderung von Kern und N 
25 EKinzelmessungen; sie geben das Volumen in «® an, und zroar 


. Cladophora 
glomerata 


. Cl. fracta var. 


normalis 


. Cl. fr. var. 


lacustris . 
. Cl. crispata 


». Cl. fr. var. 


rivularis 
3. Cl. fr. spec. 
. Pitophora 


. Pitophora- 
Akineten 


. Rhizoclonium 
hieroglyphicum 


& : ; Kerne ir 
Kerne in unmittel- mitte (m 


Kerne im 


barer Nahe des von Int 
oberen Zellteil (Ruhe 


Apikalpols , 
abwe 


113,0/48,0 70,0/18,5 


74,0/48,6 74,0/21,6 


105,0/42,0 48,0/31,0 


151,0/42,0 125,0/36,0 


87,0/42,5 92,5/36,0 
92,5/48,5 78,0/36,0 


238,0/64,0 142,0/41,0 


126,0/73,0 126,0/41,0 


97,0/48,0 78,0/26,3 





vd Nucleolus mwahrend der Regeneration (die Zahlen sind Mittelmwerte aus 
zwar jereils die erste Zahl fiir den Kern, die zrmeite fiir den Nucleolus). 


rne in der Zell- Zunahme des Volumens 


> pint k Kerne im KKerne in 
te (meist kaum f gegen den Ruhekern 
m Interphase- unteren Teil der Nahe des er 
Ruhe.) Ker aes an der Basis 
uhe-) Kern des Rhizoids Basalpols 


abweichend) Kern Nucleolus 


65,5/18,5 113,0/41,0 92,0/49,0 1,7mal 2,6mal 


}R1IUISOY op 494) 


65,6/21, 131,0/56,0 66,0/48,6 1,5mal 2,7mal 


88,0/21,5 151,0/64,0 120,0/64,0 1,7mal 3,0mal 


113,0/25,6 138,0/64,0 113,0/73,0 1,4mal 2,9mal 


97,0/21, 129,0/64,0 83,0/64,0 1,5mal 3,0mal 


129,0/73,0 69,5/56,0 1,9mal 2,9mal 


UID 


196,0/21,7 210,0/73,0 108,0/73,0 2,0mal 3,5mal 
172,0/18,5 132,0/21,7 108,0/18,5 1,6mal 3,9mal 


83,0/18,5 144,0/48,0 88,0/48,0 1,8mal 2,7mal 
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volumens in einiger Entfernung vom apikalen Pol in der Zone, in der sich 
die lebhafte Ergriinung der Chromatophoren nachweisen laBt, das 
Nucleolusvolumen sich aber kaum andert. 

In Ubereinstimmung mit den Angaben Geitlers (1936) wurde meist 
ein Nucleolus festgestellt. Zur Messung wurden deshalb Kerne mit einem 
Nucleolus ausgesucht. Tab. 1 gibt einen Uberblick iiber die Verhiiltnisse 
von Kern und Kernkérperchen. Die Ergebnisse stellen Mittelwerte aus 
25 Einzelmessungen dar, die sich iiber den Zeitraum der Regeneration der 
einzelnen Arten erstrecken. 

Daraus ergibt sich, dafi der Zellkern mit dem Kernkérperchen eine 
enge Korrelation mit dem Plasma hat. Er kommt in der Zelle meist da zu 
liegen, wo das Zellplasma die gréBte Dichte hat bzw. er wandert dorthin 
(vgl. Heitz 1925, Biinning u. Biegert 1953). Bei den untersuchten 
Cladophoraceen ist die Kernteilung (Biinning 1953, Zimmermann 
1923) nach der Zellisolierung zunachst gehemmt (20—30 Std., je nach Art 
verschieden). Hierauf setzt eine rasche Kernteilungsfolge an der Zellbasis 
ein. Die Kerne werden stirker farbbar, die Nucleolen vergré8ern sich, 
und nachfolgend ist in dieser Zellregion eine Kernhaiufung zu beobachten. 
Heitz (1925) halt eine mechanische Verlagerung samilicher Plasmateile 
fiir wahrscheinlich, der jedoch eine Plasmavermehrung und Kernvolumen- 
vergroRerung vorausgeht, was auch mit den gefundenen Ergebnissen in 
Einklang steht. Eine eigentliche Kernwanderung ist indes hier nur schwer 
festzustellen. Wohl ist die ZellkernvergréBerung, die stairkere Farbbarkeit 
und eine zunehmende Teilungsfrequenz wahrzunehmen, wahrscheinlich 
wird ebenfalls die Zunahme des Nucleolusvolumens vom dichteren Plasma 
beeinfluBt oder gar gesteuert, doch lassen sich hieraus noch keine end- 
giiltigen Schliisse ziehen, wie die gegenseitige Beeinflussung von Plasma 
und Kern bzw. Nucleolus vor sich geht. Andererseits ist es eine bekannte 
Tatsache, da das Nucleoluswachstum eine Folge vermehrter Eiweif- 
synthese verdeutlicht. Wachst der Zellkern. so geht das Plasmawachstum 
voraus (Abele 1951). Die polare Akkumulation der Zellkerne am 
Rhizoidpol spricht fiir ein besonders intensives Wachstum an diesem Pol. 
Dies ist um so einleuchtender, als das Kernvolumen eine bestimmte Gréfe 
nicht iiberschreitet, dafiir aber das Nucleolusvolumen in diesem Bereich 
relativ stark ansteigt (vgl. Tab. 1 iiber Kern- und Nucleolusverhaltnisse). 


d) Das Plasma 


Durch die Isolierung scheint eine Neubelebung zytoplasmatischen Wachs- 
tums angeregt zu werden. Anscheinend ist die Vermehrung und Verlagerung 
der Plasmamasse das Primiire (vgl. Heitz 1925). Sie auRert sich bei den 
Cladophoren auch darin, da sich beim wachsenden Rhizoid keine Vakuole 
findet, die sonst so bezeichnend fiir die Cladophorazelle ist. Die Unter- 
suchungen zeigen weiter eine Beziehung zwischen Plasmawachstum und 
Nucleolusgr6Be. wie es schon seit langerem bekannt ist (Caspersson 
1950. Biinning 1951, Zepf 1952, Biinning u. Biegert 1953). An 
Acetabularia hat Stich (1951) die Beziehung zwischen Plasmamasse und 
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Kerngréfe herausgearbeitet. Damit bestatigen sich die Befunde von Heitz 
(1925), der seine Ergebnisse an Leber- und Laubmoosen gewonnen hat. 


Die zweistiindigen Fixierungen der Regenerate ergeben auferdem, dal 
eine Plasmaanhiufung oder Neubildung schon in dem Augenblick am Basal- 
pol erfolgt, wenn die basale Abkugelung der Zelle eintritt. Nach 6 Std. ist 
dort die Farbung intensiver als in anderen Zellteilen. Dies kann aber nicht 
nur von einer mechanischen Plasmaverlagerung herriihren, da dieser Vor- 
gang mit verstirkter Kernfarbung einhergeht. Nach 24 Std. ist eine gréRere 
Dichte des basalen Plasmas in allen Zellen, gleich welcher physiologischen 
Konstitution sie sind, festzustellen. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen 
von Zimmermann (1923) an 
Sphacelaria kann bei den Clado- 
phoraceen zunachst von_ keiner 
innerstrukturellen Veranderung der 
Zelle gesprochen werden. 

Da die Nucleolengréfen ein an- 
naiherndes Maf fiir das 
darstellen, 


Plasma- 
wurden sie 
gemessen. Hierbei 
zeigt sich besonders deutlich die be- 
vorzugte Lage des Zellkerns mit den 
vergréRerten Nucleolen an den Stel- 
len intensivsten 


wachstum 


zum_ Vergleich 


Plasmawachstums. 
Einblick in 


die plasmatischen Verhaltnisse zu 


Abb. 4. Pitophora oedogonia (12 X 40). 
Die Plasmolyse einer Akinete. Der Zell- 
inhalt der regenerationsbereiten Zelle 


Um einen weiteren 


gewinnen, habe ich Plasmolysever- 
suche durchgefiihrt. Als Plasmolyti- 
kum diente hauptsachlich 0,6 molare 
Rohrzuckerlésung. Schon vor einer 


liegt der Zellwand dicht an, dadurch ist 

die Zellwand bei der Plasmolyse einge- 

driickt. An dieser Stelle wachst der neue 
Faden aus. 


in vivo sichtbaren Plasmaanhaufung 

tritt die polare Struktur der Protoplasten zutage. In normalen Fadenzellen 
ist an der Zellbasis ein positiver Plasmolyseort festzustellen; isolierte Zellen 
zeigen im Gegensatz dazu bereits einen Tag nach der Abtrennung ein feste- 
res Haften der Plasmagrenzschichten an der Zellmembran des basalen Endes. 

In gut ausgebildeten Rhizoidzellen laBt sich nach 3—10 Min. am apikalen 
Pol ein negativer Plasmolyseort beobachten. Im Rhizoid zerfallt der Proto- 
plast in mehrere Teile, der gréRte befindet sich immer an der Spitze. Die 
einzelnen Teile sind durch Hecht sche Faden verbunden. Dies verdeutlicht 
die verschiedenartige Beschaffenheit der Plasmagrenzschicht vor und wih- 
rend der Regeneration. Auch Ze p f (1952), Biinning und Biegert (1955) 
fanden an Orten aktiver Plasmatatigkeit negative Plasmolyseorte. 

Schon Heitz (1925) hat am Lebermoos Lophocolea nach Abtrennung 
einzelner Zellen zunichst ein Plasmawachstum feststellen kénnen, er hat 
dies ebenfalls an den Phanerogamen Peperomia, Calandrinia und Bryo- 
phyllum gefunden. Bei den untersuchten Cladophoraceen wird zuniachst die 
Embryonalitaét nur an einem Zellpol, dem basalen Ende, deutlich. An der 
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Stelle starkeren Plasmawachstums haftet das Plasma starker an der Zell- 
wand. Diese Ergebnisse fiir Cladophora entsprechen somit der bekannten 
Tatsache, dal} der Zellkérper in den wachsenden Zellen fester der Zellwand 
anliegt als in ruhenden. 


e) Der .Chromatophor” und die Pyrenoide 

Die Chromatophoren der Cladophora-Zelle sind bisher allgemein seit 

Strasburger als wandstandiger, durchlécherter, einheitlicher Zylinder- 

mantel beschrieben worden. Demgegeniiber hat 

Moser (1942) darauf hingewiesen, da er sich 

deutlich in Einzelchloroplasten gliedert. Das tritt 

ebenfalls bei der Schwarmerbildung (List 1930) 

in Erscheinung, bei der sich die Chloroplasten 

rund um den Kern lagern, ehe sich die Zoospore 

mit einer Membran umgibt. Die vorliegenden 

Untersuchungen zeigen das gleiche Bild. Zwar ist 

in der normal gewachsenen Zelle der Chromato- 

phor als einheitliches Gebilde anzusprechen. Bei 

eingehender Betrachtung jedoch — besonders bei 

der Regeneration — erkennt man den .,Chromato- 

phor* als einzelne Chloroplastenscheibchen oder 

-ellipsoide, die in einem dichteren, ziheren Plasma 

eingebettet liegen. Die Pyrenoide sind Gruppen 

von Chloroplasten aufen aufgelagert. Wenn das 

Regenerationswachstum beginnt, wachsen die 

Chloroplasten zunachst mit dem sie umgebenden 

Plasma, ohne sich jedoch selbst zu vermehren. Da- 

Abb. 5. Cladophora durch wird der Chloroplastenverband lockerer, die 

fracta rivularis (1240), ¢inzelnen Chloroplasten sind deutlich sichtbar. Die 

Die ..Chloroplasten- Rhizoidzelle zeigt ungleiche, hellere Chloroplasten- 

scheibchen™ in lockerem  farbung als die normale. Wahrscheinlich riihrt es 

Verband in einer regene- davon her, da die Zelle durchscheinender ist und 

rierenden Zelle. die Chloroplasten nicht so dicht gepackt sind. In 

einem gewissen Abstand vom Basalpol ist eine 

dichtere Chloroplastenlagerung zu beobachten. Hier ist gelegentlich die 

Durchschniirung von Chloroplasten und Pyrenoiden anzutreffen. Diese Hau- 

fung steht hier wohl in unmittelbarem Zusammenhang mit der Aktivitit 

des Plasmawachstums (vgl. Biin ning 1953, Heitz 1925). Beim apikalen 
Wachstum sind diese Verhaltnisse nicht so ausgeprigt. 

In der aiuRersten Spitze des apikalen Pols sind die Pyrenoide fester mit 
den Chloroplasten verbunden, die Pyrenoide zeigen stets eine homogene 
Starkehiille. die Vermehrung erfolgt durch Zweiteilung. Dies ist auch beim 
normalen Wachstum der Fall. Bei der Regeneration bleibt aber der Stirke- 
hof meist kleiner als in der ruhenden Zelle und besteht aus zwei Hilften, 
jedoch fehlt er nie. Dies wurde iibereinstimmend bei allen untersuchten 
Arten festgestellt. 
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Im Zuge der Regeneration wird der ,Chromatophor* zu kleinen Platten 
zuriickgebildet, die nach Olt manns (1923) wohl als primar anzusprechen 
sind: auch das stimmt mit Beobachtungen von H e i t z (1923) und von Ze pf 
(1952) iiberein. Es ist eindeutig festgestellt wor- 
den, da es sich bei jeder der untersuchten Arten 
um keine einheitlichen Chromatophoren handeln 
kann, sondern um zahlreiche einzelne. Diese lie- 
gen je nach dem physiologischen Zustand dicht 
gepackt in einer homogenen Plasmaschicht, oder 
sie sind mehr oder weniger auseinandergezogen 
und als einzelne Chloroplastenscheibchen zu er- 
kennen (vgl. Moser 1942). Dies zeigt sich beson- 
ders auffallig im Rhizoid. Bei der Regeneration 
lockern sich die Chloroplasten auf, sie kommen 
dem schnelleren Plasmawachstum nicht nach. Die 
Rhizoidspitze bleibt daher meist chloroplasten- 
frei. In einiger Entfernung davon ist aber eine 
Region zu erkennen, in der die Chloroplasten 
viel dichter liegen als in der iibrigen Zelle und 
eine intensivere Ergriinung zeigen (vgl. Biin- 
ning 1953). Ohne Zweifel hangt das mit der 
plasmatischen Struktur zusammen. Erst nach er- 
folgter Zellteilung zeigen die Chloroplasten gré- 
Beres Wachstum, wenn die Kern-Plasma-Rela- 
tion wieder im Gleichgewicht ist. Ahnliches ha- 
ben Kiister (1952) bei Chaetomorpha, Heitz 
(1925) bei Lebermoosen, Ze p f (1952) bei Sphag- 
num und Biinning und Biegert (1953) bei 
Allium gefunden. 








Die Pyrenoide sind nicht aktiv in das proto- 
plasmatische Wachstum einbezogen. [hre Ver- Abb. 6. Cladophora 
fracta rivularis (12 X 40). 


mehrung erfolgt auch bei der Regeneration : : : 
Die Chloroplastenvertei- 


durch eine einfaehe Zweiteilung, sie scheinen eng 
mit den Chloroplasten verbunden zu sein. Selten 
sind sie schon in den auRersten Wachstumsspit wand ist in den enten Am 
zen anzutreffen, eine Ausnahme bildet hier nur _ fingen sichtbar (oben im 
Pitophora. Bild). 


lung in einem Rhizoid. Die 
Anlage der neuen Zell- 


f) Die Anlage der neuen Zellwand 
Die Bildung der Zellwand hat schon H. v. Mohl (1845) bei Clado- 
phora beobachtet und bezeichnet sie als Einschniirung des ..Primordial- 
schlauches*. Ahnlich beschrieben P rings heim (1854) und Na geli (1855) 
den Vorgang. Auch Strasburger (1888) lost diese Frage nicht endgiiltig, 


ebensowenig Brand (1901), der eine Loslésung des Protoplasten von der 
Zellwand bei der Zellteilung vermutet. Tischler (1934), Sharp- 
Jaretzky (1951) und Guilliermond (1933) schlieBen sich Brand 
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an. Lanz (1940) findet aber in den Zellkanten an der neuen sich bildenden 
Querwand Protoplasma, was auch Plasmolyseversuche deutlich bestatigen. 
Aus neueren Arbeiten (Ze pf 1952, Binning, Hunck und Lutz 1955) 
weil} man, daf spezifische Differenzierungen des Plasmas zur Anlage von 
Wandversteifungen usw. fiihren. Auch bei den Cladophoraceen ist eine 
Verdichtung des Plasmas vor und wahrend der Querwandbildung zu 
beobachten. Der Protoplast scheint dabei mechanisch verlagert und geteilt 
zu werden, eine erhéhte Farbbarkeit der umgebenden Zellkerne folgt der 
primar auftretenden Plasmaanhaufung. Dies veranschaulicht ebenfalls die 
plasmatische Aktivitat in diesem Zellbereich. 


4. Dichtemessungen an lebenden und fixierten Zellen 


Es sollte versucht werden, auch quantitative Einblicke in den Verlauf 
des Plasmawachstums zu gewinnen. Biinning (1951) hat eine Methode 
angegeben, die nach dem Prinzip des Registrier-Photometers aufgebaut 
ist und einfach arbeitet. Sie liefert Unterschiede in der Dichte der Zellen. 


Die eigene Mefanordnung bestand aus einem Mikroskop mit dem Spaltokular 
nach Dr. B. Lange und der Selenphotozelle S20. Die Messung erfolgte mit einem 
Multiflexgalvanometer MG1 (Lange). Als Lichtquelle diente eine Niedervolilampe 
von Zeif-Winkel. Mit dieser Anordnung wurde die prozentuale Durchlassigkeit der 
Objekte gemessen. 100% Durchlassigkeit (D) entspricht einer Transparenz T = 1 
und einer Dichte (Schwarzung) von 0, wobei die Dichte D = | g : ist. 

Aus den Objekten wurde zur Messung jeweils ein Ausschnitt von 25/2 aus- 
geblendet, das Priparat konnte durch das Spaltokular beobachtet werden. War nur 
der Objekttriger im Strahlengang, so wurde das Galvanometer auf den Ausschlag 
100 = Dichte 0 einreguliert, was die MeRgrundlage fiir das betreffende Objekt dar- 
stellt. Mehrere Messungen an einer Stelle werden zu einem Mittelwert zusammen- 
gefaBt und bei Ubereinstimmung an zehn Zellen in einem Kurvenpunkt abgebildet. 
Die Me8ergebnisse kénnen nur graduelle Unterschiede in der Protoplastendichte 
demonstrieren. 


a) Messungen an lebenden Zellen 


Die isolierten Zellen wurden im hangenden Tropfen in Nahrlésung kultiviert. 
Auf einem Objekttrager war ein Glasring ({ cm hoch und 1,5 cm breit) mit Vaseline 
aufgeklebt. Auf dem Boden dieser kleinen feuchten Kammer waren einige Tropfen 
Nahrlésung. Je fiinf isolierte Zellen kamen in einen Tropfen auf das Deckglas. 
Eine groBe feuchte Kammer nahm die Objekttrager auf. Bei den Untersuchungen 
in vivo ist es unerlaéBlich, eine Kiivette mit Kupfersulfatlésung dazwischen zu 
schalten, um eine letale Schidigung der Zellregenerate durch zu hohe Lichtintensi- 
taiten bzw. die Brennwirkung des optischen Systems zu verhindern. Die Messungen 
erfolgten im Abstand von je einem Tag. 


Untersucht werden Cl. fr. rivularis und Rhizoclonium. Jede Zelle zeigt 
polare Protoplasmastruktur. Die Zellspitze hat eine gréfere Plasmadichte 
und enthalt mehr Chloroplasten. Zum Zellende hin ist ein gleichmafiger 
Abfall der Dichte festzustellen. Die Werte streuen zum Teil sehr, so dal 
man zu keinen absoluten quantitativen Ergebnissen kommen kann. Doch 
laRt sich mit dieser Methode folgendes aussagen: Einen Tag nach der 
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lsolierung steigen die Werte am Zellende merklich an. was sich in den 
folgenden Tagen mit weiter steigender Dichte bestitigt. Es mu® also eine 
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Abb. 7a. Cladophora fracta rivularis. Die Protoplastendichte an lebenden Zellen 


1, 3, 6 Tage nach der Isolation. Die Abszisse stellt die Lange der gemessenen Zellen 
in “ dar. Die Ordinate gibt ein Ma® fiir die Dichte, wobei D = 1 g p ist. 
Abb. 7b. Cladophora fracta rivularis. Die Dichte bei fixierten Zellen mit 1, 3. 
6 Tagen Abstand. 

Abb. 7c. Rhizoclonium hieroglyphicum. Dichtemessungen an lebenden Regeneraten 
am ersten, dritten und fiinften Tag nach der Isolierung. 

Abb. 7d. Rhizoclonium hieroglyphicum. Die Dichte bei fixierten und gefarbten 
Regeneraten nach 1, 3 und 5 Tagen Regenerationszeit. 


polare Neubildung einsetzen, wahrend in den anderen Zellbereichen die 
Werte ungefihr gleich bleiben. Vom vierten bzw. dritten Tage an wichst 
die Dichte in der Zellmitte an, zur Basis hin nimmt sie ein wenig ab, um 
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gegen das Zellende zu wieder anzusteigen. Diese Verhaltnisse werden 
immer deutlicher, bis sich das Rhizoid an der Stelle abgliedert, wo der 
Zellwandbildung die Protoplasmaverdichtung vorausgegangen ist. Mittels 
dieser Methode lat sich schon sehr friih die Stelle zeigen, an der die neue 
Zellwand entsteht (vgl. Abb. 1a und 1c). 


b) Messungen an fixierten Zellen 


In weiteren Versuchsreihen wurden Zellregenerate mit je einem Tag 
Abstand fixiert, mit Hamatoxylin gefarbt und eingebettet. Als Material 
diente ebenfalls Cladophora fracta rivularis und Rhizoclonium. Bei diesen 
Auswertungen wurden nur Bereiche auferhalb der Zellkerne gemessen. 
An diesen Praparaten ist im wesentlichen dasselbe zu beobachten wie bei 
den Messungen an lebenden Objekten. Schon einen Tag nach der Isolation 
steigt am basalen Zellende die Plasmadichte an. Nach drei Tagen werden 
Werte erreicht, wie man sie zuniachst nur an der Zellspitze antrifft. Auch 
laBt sich die Plasmaverdichtung in der Zellmitte etwa vom dritten Tage 
an beobachten, die zur folgenden Ausbildung der Zellwand fiihrt. Die 
Zellwand wird in der Mitte der dichteren Plasmamasse nach 5—6 Tagen 
angelegt und somit das Rhizoid abgetrennt (vgl. Abb. 1b und 1d). 


5. Versuche zur Vitalfarbung der regenerierenden Zellen 


a) Fluorochromierung mit Akridinorange-Auramin 


Bei den nachfolgend beschriebenen Versuchen diente als Lichtquelle eine Queck- 
silberhéchstdrucklampe HBO 200 (Osram), als Lichtfilter UG1 und BG 12 (Schott. 
Mainz) zur Erregung der Primarstrahlung, als Okularsperrfilter das OG 4 (Schott) 
mit einem Mikroskop Standard Junior (Zei®B-Winkel). 

Nach eingehenden Versuchen hat sich gezeigt, daB die iibliche Konzentration 
1: 10.000 des Farbstoffes Akridinorange keine giinstigen Ergebnisse zeitigt. Schon 
nach 10 Min. Farbezeit trat eine Schadigung der Cladophora-Zelle ein. Der Zell- 
stoffwechsel wird dabei so verandert, daB sich alsbald eine Akinete bildet, ganz 
einerlei, ob der Farbstoff in Nahrlésung, Leitungswasser, dest. Wasser oder Puffer 
gelést ist und die Algen hernach wieder ausgewaschen werden. Diese Akineten- 
bildung hat schon Cholnoky (19350) nach Behandlung der Cladophora-Zelle mit 
0.2—0.02% Kokainlésung erreicht. Zwar fiihren obige Versuche nicht zur Letal- 
schidigung: denn die gefarbten Zellen kénnen iiber zwei Jahre in Form der Dauer- 
zellen in Kultur gehalten werden. Durch 6fteres Wechseln der Nahrlésung lassen 
sie sich zu neuem Wachstum anregen. 

Zur Ausschaltung des photodynamischen Effektes habe ich Versuche mit Zusatz 
von Saccharose. Glukose und Maltose unter Lichtausschlu® unternommen, jedoch 
ohne pesitiven Erfolg. Die Algenzellen lassen sich also nicht fluorochromiert kul- 
tivieren. 

Bei weiteren Versuchen zeigt sich, da® ein Zusatz von Auramin einen giinstigen 
Einflu@ auf die Farbbarkeit hat und damit auch auf die Fluoreszenzanregung. [ch 
habe dazu jeweils Lésungen in Leitungswasser im Verhaltnis 1 : 100.000 hergestellt 
und die Akridinorange- und Auraminlésung im Verhaltnis 2:1 gemischt. Die 
Farbedauer betrug etwa 1—2 Std. Danach wurde in Leitungswasser ausgewaschen 
und im Fluoreszenzmikroskop untersucht. Eine Weiterkultur einzelner Zellen ist 
auch unter diesen Umstanden nicht méglich. selbst bei einer Farbstoffkonzentration 
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von 1:14 Mill. nicht. Doch kann die Fluorochromierung als Indikatormethode zur 
Untersuchung der einzelnen Regenerationsstadien herangezogen werden. 

An Hand solcher Praparate verschieden alter regenerierender Zellen ist feststell- 
bar, welche Teile der Zelle zu besonderen Leistungen im Verlauf der Regeneration 
befahigt sind. — Zu den Versuchen habe ich Cladophora fr. rivularis, Cladophora 
crispata und Rhizoclonium hieroglyphicum verwendet. 


b) Der Kern 


Bei allen drei untersuchten Arten farben sich die Zellkerne gleich und 
homogen an, nur treten sie, bisweilen durch die Chloroplasten verdeckt, 
nicht in Erscheinung, sie fluoreszieren hellgriin. Schon einen Tag nach der 
[solierung kann man eine deutlich stirkere Fluorochromierung der basalen 
Zellkerne beobachten. Im Laufe der Regeneration sind stets die Zellkerne 
stark fluoreszierend, die sich an Wachstumsstellen befinden. Uberdies 
lassen sich Kernteilungsfiguren beobachten, Einzelheiten sind jedoch in- 
folge gegenseitiger Uberstrahlung bei der Kleinheit der Objekte nicht zu 
unterscheiden. 

c) Das Plasma 

Mit dem Akridinorange-Auramin-Gemisch lat sich im besonderen eine 
gute Plasmafarbung intra vitam erzielen. Das Plasma fluoresziert leuchtend 
hellgelb. In chloroplastenarmen Zellen kann man deutlich die Kammerung 
der Vakuolen beobachten, da die Plasmastriange sichtbar werden, die sich 
durch das Zellumen ziehen. Dies deutet wiederum darauf hin, daf das 
wachsende Plasma die gréBte Affinitat zu den Fluorochromen hat. Damit 
kann gezeigt werden, an welcher Stelle das Wachstum in der einzelnen 
Zelle lokalisiert ist. 

d) Die Zellwand 


Die Zellmembran fluoresziert bei den Cladophora-Arten im allgemeinen 
gleiBend kupferrot, an Stellen stiirksten Wachstums hellrot. In anderen 
Zellteilen findet man Farbabstufungen bis zum tiefen Dunkelrot. Entsteht 
am Zellregenerat die neue Zellwand, so ist ein deutlich hellroter Ring 


mindestens 2 Tage vor der Ausbildung der Membran zu beobachten. Eben- 


falls tritt bei der beginnenden Bildung des Zellwandporus im friihen 
Stadium der Zoosporenentstehung an dieser Zellwandstelle eine ausgepragte 
Rotfluoreszenz auf. 

Der photodynamische Effekt und die Giftwirkung des Akridinorange. 
das als Chlorzinkdoppelsalz des 3,6-Tetramethyldiaminoakridins vorliegt. 
waren bei den Versuchen deutlich. Betz (1953) hat das gleiche Resultat 
entgegen den Angaben Struggers (1947 und 1949) bei den Staminal- 
haaren von Tradescantia virginica erzielt. Auch Stich (1951) hat bei 
kernlosen Acetabularia-Regeneraten einen hemmenden Einflu&® von Akri- 
dinorange auf die Plasmavermehrung feststellen kénnen, und damit 
erweist sich, da die Hemmung nicht am Zellkern einsetzt. Da Akridin- 
orange ein basischer Farbstoff ist. kann er nur mit freien sauren Gruppen 
reagieren, die sich im Sinne von Frey-Wyssling (1953) aus dem 
Netzgeriist des Protoplasmas anbieten. Trotz der grofen Verdiinnung des 

Protoplasma, Bd. XLVII/1—2 9 
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Farbstoffes bei den Versuchen lést er eine Hemmung aus, die Zellregene- 
two] fo) 


ration kommt zum Stillstand, weil neben den oben erwahnten Tatsachen 
die Speicherung der Farbstoffe zur Schidigung fiihrt. Aufer den von Betz 
(1953) festgestellten Giftwirkungen auf das Chromatin bedingt die Fiir- 
bung auch eine Schadigung des Protoplasmas. Bogen (1953, 1954) hat 
sich in Versuchen an Hefezellen mit dem Stoffwechsel nach Akridinorange- 
Farbung beschaftigt. Er hat in allen Zellen bei Farbstoffiiberschu, gleich 


Abb. 8. Abb. 9. Abb. 11. 


Abb. 8. Cladophora fracta rivularis (12 X 10). Kerne, Plasma und Granula mit 
Akridinorange-Auramin fluorochromiert und im Fluoreszenzmikroskop aufge- 
nommen. 

Abb. 9. Cladophora crispata (12 X 10). Der Apikalpol ist starker fluorochromierbar, 
ebenso die Zellwand in der ..Streckungszone™. 

Abb. 11. Cladophora fracta rivularis. Die Bildung der neuen Zellwand wird sicht- 
bar nach 4 Tagen (12 X 40, Ao-Au). 


welchen Alters sie sind, Rotfluoreszenz beobachtet. Das laBt sich auch bei 
den untersuchten Cladophora-Arten aufzeigen. Die maximale Anfarbung 
ist bei einer Konzentration von 1 : 100.000 nach 3 Std. erreicht. Der Stoff- 
wechsel ist blockiert, was die Ausbildung der Akineten herbeifiihrt, wenn 
die regenerierenden Zellen in neue Nihrlésung gebracht werden. Das 
Akridinorange erweist sich ebenfalls fiir die Algenzelle als Zellgift. Auf 
Grund der Beobachtungen iiber das Verhalten der Ribosenucleinsiure 
(RNS) wihrend der Regeneration ist es héchstwahrscheinlich, dali das 
Akridinorange an die RNS-haltigen Plasmakomponenten absorbiert wird, 
weil die Teile der Zelle, die die starkste Fluorochromierung zeigen, auch 
die gréRte RNS-Anhaufung besitzen. So liegt es bei der Cladophora-Zelle 
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nahe, daf& das Akridinorange die RNS blockiert, besonders in den wach- 
senden Teilen des Protoplasten. Somit diirften, entsprechend den Aus- 
fiihrungen Bogens und Kessers (1954), die Matrizen der Protein- 
synthese nicht mehr aktionsfahig sein. Der Neu- und Wiederaufbau plas- 
matischer Komponenten ist nicht mehr méglich. Mit dieser Erscheinung 
geht die Destruktion der Zelle einher, was sich in der Speicherung des 
Akridinorange in der Vakuole au®ert. Diese Farbstoffbrocken fluoreszieren 
gleiBend rot. Die Hemmung der Proteinsynthese lést die Proteolyse 
aus, wie Bogen und Kesser (1954) an Hefezellen gefunden haben. 
Morthland et al. (1954) haben eine groBe Anzahl von Aminoakridin- 
farbstoffen auf ihre Fahigkeit der Farbung von Nucleinsaiuren hin unter- 
sucht. Sie fanden, daff es sich bei der Bindung Nucleinsiure-Farbstoff nicht 
um eine einfache elektrostatische handeln kann. Als bedeutend wird die 
Aminogruppe am Akridinsystem erkannt. Stockingers Untersuchun- 
gen (1954) an Gewebekulturen isolierter Hiihnerfibroblasten veranschau- 
lichen die Schadigungen mit den gleichen Ergebnissen: Mitosehemmung, 
Entmischungen im Plasma, Verdickung und Zerfall der Mitochondrien. 
All das ist ebenfalls bei der Anfarbung der Zellregenerate von Cladophora 
festgestellt worden. Zwar lat die Farbung mit Akridinorange-Auramin 
keine endgiiltigen Schliisse zu, doch ist vielleicht von hier aus durch die 
Blockierung der Proteinsynthese bzw. des Aufbaues der RNS der Frage 
niherzukommen, wie das Wachstum bei der Regeneration gesteuert wird. 


e) Versuche mit anderen Fluorochromfarbstoffen 
Eine Reihe weiterer zur Verfiigung stehender Fluorochrome habe ich 
zur Untersuchung verschiedener Zellelemente angewandt. Die Farbstoffe 
wurden in Leitungswasser geldést 
(1: 10.000), 10—30 Min. wurde an- 
gefarbt, anschlieBend in Leitungs- 
wasser ausgewaschen und im Fluo- 
reszenzmikroskop untersucht. — Zu 
diesen Versuchen wurden Cl. cri- 
spata, Cl. fr. rivularis und Rhizo- 
clonium verwendet. 
Perner (1952) und Drawert 
(1953) geben das Alkaloid Berbe- 
rinsulfat zur spezifischen Firbung 
der Chondriosomen an. Die eige- 
nen Beobachtungen zeigen folgen- 
des: Nach 10 Min. Farbezeit fluo- 
resziert die Membran bei den le- 
benden Zellen weifgriinlich, tote — Abb. 10. Cladophora crispata. Die Fluo- 
nehmen keine Farbe auf. Nach reszenz der Chondriosomen mit Berbe- 
30 Min. hat sich dieses Bild ver- _ rinsulfat an der basalen Spitze (12 X 63). 
aindert. Die wachsenden Teile der 


Zellwand an der Zellbasis leuchten intensiv weifgelb, starker als die 
ruhende Membran. An den apikalen Polen erscheinen die Plasmagranula 
g* 
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hellgoldgelb, wihrend im iibrigen Plasmawandbelag nur vereinzelte 
Punkte aufleuchten. Diese Erscheinung tritt schon wenige Stunden nach 
der Zellisolation an der Zellbasis auf, jedoch kann dabei nicht genau er- 
mittelt werden, ob eine polare Verlagerung der Chondriosomen statt- 
findet oder eine sehr rasche Teilungswelle einsetzt. Letzteres ist wohl das 
Wahrscheinlichere. Wahrend der ganzen Regenerationsdauer bleiben diese 
Befunde ihnlich. Setzt das apikale Wachstum ein, dann treten die gleichen 
Vorgiinge auf. Nach einer Stunde Farbezeit wird der Farbstoff in der 
Vakuole gespeichert und fluoresziert weifgelb. Die Plasmagranula sind 
verklebt, eine Schiidigung wird sichtbar. 

Nach 30 Min. Farbezeit mit Nilblausulfat sind die Sphéirosomen im Plasma zu 
erkennen, sie fluoreszieren goldgelb. Bei Cl. crispata treten sie besonders deutlich an 
der Liingswand in der Nihe der Zellpole auf. Sie sind erst zwei Tage nach der 
Isolierung in vermehrter Zahl zu erkennen. Die Apikal- und Basalpole selbst bleiben 
ungefarbt, die Chloroplasten fluoreszieren wie bei den anderen Farbungen eben- 
falls rot. Das Bild ist auRerst lichtschwach, auch bei den beiden anderen Arten, bei 
denen sich dieselben Feststellungen machen lassen. 


6. Bestimmung des isoelektrischen Punktes einzelner Zellbestandteile 


Diese Versuche basieren auf Untersuchungen von Schwantes (1952), der die 
Lage des isoelektrischen Punktes (= Entladungspunkt) mit Akridinorange bestimmt 
hat. Die Wirkung dieses Farbstoffes beruht darauf, daB oberhalb des Entladungs- 
punktes ein Farbumschlag von Griin iiber Orange nach Kupferrot erfolgt. Der 
Grund hierfiir ist die elektroadsorptive Speicherung von Farbstoffkationen, die um 
so starker ist, je mehr Einlagerungsméglichkeiten vorhanden sind. Das bedeutet. 


da oberhalb des Entladungspunktes (= IEP,,) eine Rotfarbung auftritt, unterhalb 
dagegen nur griinfluoreszierende Imbitionsfarbung, weil beim intakten Plasma 
wenige Haftpunkte fiir die Kationen frei sind. Totes Plasma ist durch die 
Denaturierung der Eiweifkérper zu stirkerer Farbstoffspeicherung befahigt. Am 
fixierten Protoplasten kann man mittels dieses Farbumschlages in bestimmtem 
pH-Bereich von Griin nach Orange den mittleren isoelektrischen Punkt (IEP) 
bestimmen. 


Fiir diese Untersuchungen diente Cl. fr. rivularis. Die Zellregenerate wurden in 
Abstanden von einem Tag in 70% Athanol fixiert und in iiblicher Weise aufgeklebt. 
Eine gepufferte Farbstoffreihe mit Akridinorange (1 : 10.000) und eine farblose 
Puffergemischreihe mit 0.3 pH-Abstand (Acetat- und Phosphatpuffer) wurden zur 
Farbeanalvse benutzt. Die Praparate wurden 1—2 Std. in die gepufferte Farbstoff- 
lésung gestellt und danach 20 Min. in Puffer gleichen pHs ausgewaschen. Anschlie- 
Rend wurden die Zellregenerate im Fluoreszenzmikroskop beobachtet. Ist kein Farb- 
umschlag erfolgt. so wurde in die nachst niedrigere Stufe iibertragen und so fort. 

Bei den Zellregeneraten ergibt sich eine klare polare Differenzierung 
zwischen den wachsenden Spitzenregionen und den .ruhenden“ Teilen der 
Zelle. Tab. 2 vermiitelt einen Uberblick iiber den IEPy von Zellkernen und 
Zytoplasma. — Man ersieht daraus, dafi in den wachsenden Zellpartien 
der IEP, des Kernes durchschnittlich bei pH 6,2 liegt, das Plasma bei 
pH 3.9 im wesentlichen den Entladungspunkt hat. Fiir die ruhenden Zell- 
ieile findet man etwas niedrigere Werte: [EP-Plasma pH 5,3—5,6, [EP- 
Kern pH 5,.6—5.9. In dieser Versuchsreihe haben die meisten Zellen nach 
8 Tagen das Rhizoid ausgebildet, hierauf setzte das apikale Wachstum ein. 
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Tabelle 2. Die Bestimmung des isoelektrischhen Punktes bei Cladophora fracta 
rivularis mit Akridinorange. 

Die Zahlen geben die pH-Werte des Farbstoffumschlags an (+++ 100% der unter- 

suchten Zellen zeigen den Umschlag von Griin nach Orange, ++ 75%, + 50%; 
— kein Umschlag der Farbe). 





Alter des Kerne in Plasma in Plasma an 
- Ruhende t 
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Soweit sich feststellen laRt, liegen hier die Entladungspunkte etwas héher 
als an der Zellbasis. Der IEP der Zellkerne liegt bei pH 6.2—6,5, der des 
Plasmas bei pH 5,9: dieser Wert ist sehr konstant. 

Bei diesen Versuchen fallt es auf, daf die gefundenen Werte héher 
liegen und die Differenzen weniger grof sind als bei den von Schwan- 
tes untersuchten Pilzmycelien von Phycomyces und Penicillium. Jeden- 
falls laBt sich sagen, da mit zunehmendem Alter des Plasmas und der 
Zellkerne der IEP sich mehr zum sauren Bereich hin verlagert. In den 
Basal- und Apikalpolen ist immer der héchste Entladungspunkt lokalisiert. 
Jedes Eiweif hat einen spezifischen isoelektrischen Punkt, aindert er sich 
beim Plasmawachstum, so werden andere Mischungsverhiltnisse entstehen, 
was moglicherweise in der Synthese neuer Eiweifkérper seine Ursache 
haben kann, damit geht aber die Verschiebung des Entladungspunktes 
einher. 


7. Mikrochemische Farbreaktionen an Zellregeneraten 


a) Nachweisvon Ribose-und Desoxyribosenucleinsaure 
mit Phenylfluoron 


In den Jahren 1945—1945 hatten Turchini und Mitarbeiter (weitere Literatur 
siehe dort) ein Reagens auf Zucker gefunden, das 9-phenyl-2, 3, 7-trihydroxy-6- 
fluoron (Merck bzw. Light, London). Diese Nuclealreaktion erlaubt nach voran- 
gegangener Hvydrolyse die Desoxyribose- (DNS) und Ribosenucleinsiure (RNS) zu 
erkennen. Die Methode laB8t sich bei Pflanzen anwenden und farbt die DNS blau- 
violett. die RNS rosarot, auferdem tingieren sich nach langerer Hydrolyse andere 
Zellzuckerkomponenten. Die Reaktion ist relativ leicht auszufiihren, muB aber fiir 
jedes Objekt erprobt werden. Uberdies hat sie den Vorteil, daB Fixierungsartefakte 
nicht gefarbt werden. 

Die Zellregenerate wurden in Tagesabstanden 1 Std. mit dem Fixierungsgemisch 
behandelt. danach 2 Std. in Leitungswasser ausgewaschen. Hierauf kamen die Zellen 
zur Hydrolyse 30 Min. in alkoholische, 25% konzentrierte, kalte Salzsiure. Nach 
kurzem Abspiilen mit 90%igem Alkohol wurden die Algen 1—2 Std. in das Reagens 
gebracht. (Man lést 80mg Phenylfluoron in 100ml 95%igen Alkohol und fiigt 
15 Tropfen konz. Schwefelséure hinzu. Das Reagens ist haltbar.) Danach wurden 
die fixierten Zellen kurz mit dest. Wasser abgespiilt und fiir 1—2 Std. in eine 
1%ige Natriumkarbonatlésung in Wasser gelegt. die rasch verbraucht wird und 
deshalb oft zu erneuern ist. Nach kurzem Abspiilen mit Wasser wurden die Zell- 
regenerate auf den Objekttriger iibertragen und mit Celodal (Bayer) eingedeckt. 
Dieses Einbettungsmittel eignet sich ebenfalls fiir die Hamatoxylinfarbung und 
andere: entsprechender Zusatz von Wasser verhindert das Schrumpfen beim Uber- 
tragen. 

Zu diesen Versuchen habe ich hauptsichlich Cladophora fracta rivularis, 
Cl. crispata und Rhizoclonium verwendet. Im Zellfaden zeigen alle Zell- 
kerne eine klare, blauviolette Farbung. Die Zellkerne erscheinen voll- 
kommen homogen, der Nucleolus ist deutlich als helle Kreisscheibe zu sehen. 
Bei Mitosestadien heben sich die starker gefarbten Chromosomen vom 
blafblauviolett tingierten Kernraum ab. Zellkerne in den Wachstumszonen 
weisen einen leichten Rotstich auf. was wohl vom héheren RNS-Gehalt 
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herriihrt. Vereinzelt kann man nach der Mitose einen schwachrosa gefarbten 
Hof um den Kern beobachten. Primir sind bei Beginn der Regeneration 
die stiirker fairbbaren Plasmagranula am Basalende festzustellen und im 
Verlauf der Regeneration bleibt immer nur die aiuRerste Wachstumsspitze 
im Plasma firbbar, die anderen Zellteile sind aufer den Kernen nahezu 
farblos. Anders ist es an der apikalen Spitze. Dort scheint die ganze Zell- 
spitze in einem embryonalen Zustand zu bleiben, bis sie zu normaler 
Grée herangewachsen ist: sie zeigt eine gleichmafige Tinktion, an der 
Spitze vertieft sich die Farbe etwas. — Daf die rosarote Fiarbung RNS 
anzeigt, kann bestatigt werden; ich hydrolisierte Zellregenerate 24 Std. in 
>%iger kalter Perchlorsiure, die dieselbe Wirkung wie Ribonuclease hat: 
nach Behandeln mit Phenylfluoron lassen sich nur die Zellkerne noch an- 
fiirben, die Nucleolen werden nicht sichtbar. 

Nach Jacobson und Webb (1952) lat sich im Cytoplasma, durch 
das der Kern bei der Mitose gewandert ist, durch UV-Absorption Nuclein- 
siure nachweisen. Die Reaktion mit Phenylfluoron zeigt nach der Kern- 
teilung einen Hof mit rosaroter Farbung um den Kern (RNS), was diese 
Ergebnisse bestatigen wiirden. Das bedeutet, daB man von zwei Phasen 
plasmatischen Wachstums sprechen kann: Einerseits wird das Plasma in 
plasmaeigenen Bereichen aufgebaut aus Komponenten, die im Protoplasma 
synthetisiert werden, andererseits liefern die Zellkerne ebenfalls Bausteine. 
So zeigt sich auch bei diesen Untersuchungen, dali Plasma und Kern bei 
den komplizierten Vorgangen der Zellregeneration gleichermafen beteiligt 
sind. 


Zusammenfassend kann gesagt werden, daf héchstwahrscheinlich die 


Verteilung und Lage der RNS fiir den Wachstumsprozef von ausschlag- 
gebender Bedeutung ist. Diese Ergebnisse stehen somit in Einklang mit 
denen von Caspersson (1950), Brachet (1950) und Haurowitz 
und Crampton (1952), die jedoch auf anderem Wege gewonnen worden 


sind. 
b) Nachweis von Metaphosphaten 

In neueren Arbeiten (Stich 1953, Windisch et al. 1953) hat sich immer 
wieder gezeigt, daB die Ausbildung von Metaphosphaten vom physiologischen Zu- 
stand der Zelle abhangig ist und damit einen Einblick in das physiologische Zell- 
geschehen vermitteln kann. 

An Bakterien haben Windisch, Stierand und Haehn die Methylenblau- 
Trypaflavin-Reaktion (M-T-Test bezeichnet) erprobt, auBerdem an iiber zehn phos- 
phorhaltigen Testsubstanzen anorganischer und organischer Natur. Dabei haben sie 
gefunden, da® diese M-T-Methode auf alle Phosphorverbindungen anspricht, die 
mindestens zwei freie Valenzen haben. Fiir diese Untersuchungen war es bedeutend. 
daB der M-T-Test sich an unfixierten Zellen ausfiihren la@t und so die Zellen vor 
der Denaturierung bewahrt bleiben. Die indikative Bedeutung der Doppelfarbung 
liegt darin begriindet. da® eine starke, salzartige Verbindung zwischen den Nuclein- 
siuren und dem basischen Methylenblau entsteht. Durch die Nachfarbung mit 
Trypaflavin (ein starker basisches Akridinderivat) wird ein phosphornucleinsaures 
Farbstoffsalz gebildet. 

Zur Farbung der unfixierten Zellen wird folgendermafen verfahren: Die Zell- 
regenerate kamen 6 Min. in die Methylenblaulésung (1 g Farbstoff + 1g Phenol in 
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23%igem Athanol lésen), anschlieRend 30 Min. in 0,8%ige Natriumchloridlésung in 
Wasser, darauf folgte 5—10 Min. lange Behandlung in 1%iger Schwefelsiure, 
10—15 Min. verblieben danach die Praparate in dest. Wasser und wurden zum 
SchluB in die Trypaflavinlésung (0,1 g Trypaflavin in 200ml dest. Wasser lésen) 
gebracht. Hierauf wurde in 70%igem salzsaurem Alkohol 30—60 Min. lang differen- 
ziert, je nachdem, wie stark die Plasmafarbung ausfallen soll, anschliefend in 
Balsam (Celodal) eingedeckt. Als Algenmaterial wurde Cl. fr. lacustris, Cl. fr. 
rivularis und Rhizoclonium verwendet. 


In den ersten Tagen ist in den Zellen kaum eine Veranderung wahrzu- 
nehmen. Vom dritten Tage an ist bei allen drei Arten zu beobachten, dal 
der Basalpol fast ganz frei von Farbstoffgranula ist, der Apikalpol ist 
etwas stairker gefarbt. Eine deutliche Farbstoffhiufung ist in der Zone 
sichtbar, die die meisten Chloroplasten enthalt. Eine weitere Entfarbung 
ist bei der Anlage der neuen Zellwand im Stadium der Rhizoidabgliede- 
rung zu bemerken. Ist das Rhizoid ausgebildet, dann laBt sich an der 
apikalen Spitze, wenn dort das Wachstum intensiviert wird, ebenfalls an 
der aufersten Spitze eine véllige Entfarbung beobachten. 

Da der M-T-Test keine spezifische Reaktion auf Nucleinsiuren dar- 
stellt. vielmehr nur Zellphosphate indiziert und lokalisiert, liegt der SchluB 
nahe, daB an den Orten reger Plasmatitigkeit diese Zellphosphate ver- 
braucht werden, wahrend sie sich bei Hiaiufung der Chloroplasten an- 
reichern. Stich (1953) sagt, daf8 der Metaphosphathaushalt durch zwei 
Prozesse geregelt ist: 1. Bildung durch die Intensitait der Photosynthese 
und 2. Verminderung durch die Starke der Wachstumsprozesse. Obwohl 
er fiir analoge Versuche Toluidinblau verwendet hat. stimmen beide Er- 
gebnisse vollkommen iiberein. 


c) Reaktion mit Fuchsin nach Hydrolyse 


Preuner und v. Prittwitz-Gaffron (1952) untersuchten die 
Reduktionsorte und ihren Zusammenhang mit den sogenannten Nucleo- 
tiden bei Bacillus mycoides. Ich habe diese Methodik bei Cladophora fr. 
lacustris, Cl. fr. rioularis und Rhizoclonium angewandt. Die Hydrolyse 
erfolgte 30 Min. in 3%iger kalter Perchlorsiure, danach wurde in Leitungs- 
wasser ausgewaschen und 20 Min. in 0.05% basischer Fuchsinlésung ge- 
farbt, 2 Min. in 2%iger Phosphormolybdiansaure gebeizt, in Alkohol hoch- 
gefiihrt und in Balsam eingedeckt. Dabei kann man in den verschiedenen 
Stadien der Zellregeneration beobachten, da die basalen und bei Re- 
generaten mit ausgebildeten Rhizoiden die apikalen Wachstumsspitzen 
stirker angefarbt sind als die iibrigen Zellteile. Die Nucleolen sind nicht 
zu erkennen. Es kann sich also um keine RNS-Anfarbung handeln. Bei 
Rhizoclonium tritt dieser Befund besonders hervor. Nach 8 Std. Regene- 
rationszeit ist eine deutliche basale Farbung zu sehen. In den nachsien 
beiden Tagen wird dieses Bild noch klarer. spater laBt die Farbbarkeit 
dieser wachsenden Zellpartien wieder nach. Einerseits fiihrt diese Technik 
nicht zur Feulgenschen Nuclealreaktion, andererseits sind diese Orte nicht 
mit denen der Formazaneinlagerung nach Behandeln mit Triphenyltetra- 
zoliumchlorid zu identifizieren. 
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Die Untersuchungen der Zellregenerate mit Fuchsin nach Hydrolyse 
bestitigen, dal} in den Zellregionen mit erhéhter Plasmatitigkeit Nucleo- 
tide gebildet werden miissen, da sie bei der Zellisolation noch nicht nach- 
zuweisen sind. 


8. Versuche mit radioaktiven Atomarten P-32 und S-35 


Auf Grund der Einlagerung der Fluorochromfarbstoffe in die wach- 
sende Zelle bei der Regeneration liegt es nahe, mit radioaktiven Atom- 
arten zu bestiatigen, ob an diesen Stellen wirklich die gréRte Aufnahme 
an lonen aus der Nahrlisung stattfindet oder ob sie sich iiber die ganze 
Zelle gleichmafig erstreckt. 


a) Aufnahme von P-32 und S-35 in die regenerierende Zelle 


Als geeignete Isotope haben sich P-32 mit einer Halbwertszeit von 14,1 Tagen 
und S-35 mit einer Halbwertszeit von 88 Tagen als brauchbar herausgestellt, da diese 
Elemente auch in der normalen Nahrliésung geboten werden. P-32 steht als Ortho- 
phosphation zur Verfiigung, S-35 als Sulfation. Die Nahrlésung war mit Spezial- 
Indikatorpapier (Merck) mittels K,CO,-Puffer auf pH 7.6 eingestellt. Die radio- 
aktiven Substanzen wurden in einer Konzentration von 2“C/ml geboten, die Ein- 
wirkungsdauer war 2 Tage. Zum Nachweis und fiir die genaue Lokalisation der 
radioaktiven Bausteine ist die Autoradiographie gut geeignet. Fiir diese Versuche 
wird die Emulsion Kodak Autoradiographic NTB 2 verwendet (Pele und 
Howard 1952). 

Zur Praparation wurden die Zellen fixiert, ausgewaschen und mit Glycerin- 
gelatine aufgeklebt. Dies gewidhrleistet gleichzeitig ein gutes Haften der 
Filmschicht auf dem Objekttrager. Entsprechend den Angaben der Hersteller- 
firma wird ein entsprechendes Stiick des NTB-2-Films in Wasser gequollen. 
iiber den Objekttrager gestreift und rasch in einem Ventilatorluftstrom ge- 
trocknet. In eine lichtdichte Biichse verpackt, werden die Priiparate 14 Tage bei 
ciner Temperatur von 4°C belichtet, um eine lonenwanderung auf ein Minimum 
herabzudriicken. — Danach habe ich die Praparate in Kodak D 19 (3—4 Min.) ent- 
wickelt und fixiert. Nach dem Trocknen der Filmschicht habe ich in vorher beschrie- 
bener Hamatoxylinlésung gefarbt (1—3 Min.), in 1%iger wisseriger Salzsaure 
differenziert und in Leitungswasser geschwarzt. Diese Farbung hat sich besser be- 
wihrt als die bisher iiblichen, da die Farbezeit sehr kurz ist und die Filmschicht 
sich nahezu vollstandig entfarben lat. So treten bei mikroskopischer Betrachtung 
einerseits die Schwirzung — bedingt durch die zerfallenden Isotope —, andererseits 
die Zellstrukturen — der gefarbte Kern und etwas das Plasma — klar in Erschei- 
nung. Zum Vergleich wurden ebenfalls ungefarbte Praparate hergestellt und Ver- 
gleiche angestellt. 

Die Autoradiographien mit radioaktivem Phosphor zeigen folgendes 
Bild: P-32 wird relativ rasch in die Zelle aufgenommen und eingebaut. 
Schon nach 1 Tag zeigen sich bei Rhizoclonium und Cladophora fr. rivu- 
laris deutliche Schwarzungen an den basalen Enden der isolierten Zellen. 
Des weiteren wird auch P-32 in die Zellkerne eingebaut, und zwar in der 
Interphase. Das hat ebenfalls Taylor (1953) bei Infloreszenzen von 
Tradescantia und Lilium gefunden, wo P-32 und S-35 nur in einem Teil 
der Interphase eingebaut werden. Etwa 3—4 Tage nach der Isolierung 
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scheint eine vermehrte Aufnahme an Phosphor zu erfolgen, was sich darin 
iituBRert, daft iiber den meisten Kernen eine starkere Schwiirzung fest- 
zustellen ist. Dies ist besonders im Bereich des Basalpols auffillig. Ver- 
mutlich handelt es sich hier einerseits um einen Einbau in die Nucleolen 


Abb. 12. Abb. 13. Abb. 14. Abb. 15. 
Abb. 12. Cladophora fracta rivularis einen Tag in radioaktiver Nahrlésung kulti- 
viert (2“C/ml P-32). Die Autoradiographie zeigt an der Basis die Schwiarzung der 
Filmschicht durch die zerfallenden Isotope. wahrend apikal keine radioaktiven 
lonen aufgenommen werden. 
Abb. 13. Rhizoclonium hieroglyphicum mit S-35 markiert. Nach 2 Tagen Exposition 
ist ebenfalls nur ein Einbau an der Zellbasis erfolgt. 

Abb. 14. Cladophora fracta rivularis. Bei einem zweizelligen Regenerat erfolgt die 
Aufnahme von S-35 zuniachst nur am basalen Ende. weniger an der apikalen 
Wachstumsspitze. 

Abb. 15. Rhizoclonium hieroglyphicum. Die gréBte Aufnahme von S-35 erfolgt an 
der Basalspitze und an der Stelle der Zellwandneubildung. Uber den Zellkernen 
(besonders den Nucleolen) ist eine deutliche Schwarzung zu beobachten. 


(als Ribonucleinsaiure) und andererseits als DNS in die Chromosomen. 
Dieses Bild andert sich nicht wesentlich im Verlauf der nachsten Regene- 
rationsphase, bis die Zelle das Rhizoid abgliedert. An der Stelle der Zell- 
wandbildung wird dann im Augenblick, in dem die nachstliegenden Kerne 
erneut in das Wachstum einbezogen werden, wieder P-32 eingebaut. aber 
auch im Plasma lat sich P-32 nachweisen. Man hat es hier also mit einer 
stabilen Neueinlagerung zu tun. Aus den angefertigten Autoradiographien 
geht weiter hervor. da die lonen vorwiegend in Kerne aufgenommen 
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werden, die sich zur Teilung anschicken, wie oben schon erwahnt ist (Phase 
der identischen Reproduktion). Diese Feststellung ist in Einklang mit den 
Ergebnissen von Howard und Pele (1951 
und 1952) bei Vicia faba. 

Die Aufnahme und der Einbau von radio- 
aktivem Schwefel wurde an den gleichen Ob- 
jekten untersucht (Cladophora fr. rivularis 
und Rhizoclonium). Nach 1 Tag Regenerations- 
zeit ist noch keine Schwarzung zu identifizie- 
ren. — Am zweiten Tag jedoch ist an den 
Apikal- und Basalpolen eine starke Anhiau- 
fung von belichteten Silberkérnern zu beob- 
achten. Ganze Abschnitte der Zelle an der 
Basalspitze sind voéllig geschwiarzt. Die Ein- 
lagerung von S-35 erfolgt vorwiegend im Cyto- 
plasma, vereinzelt in den Nucleolen. Auch 
dies bestatigt die Befunde von Pele und 
Howard (1952) beim Einbau von S-35 in die 


Abb. 16. Cladophora crispata 
Bohnenwurzel. 


(6 X 40). Bei der Anlage eines : 3 : : ; 
Seitenzweiges wird nur am Der direkte Einbau von 5-35 in die Chro- 
Apikalpol S-35 in die Zelle © mosomen kann nicht genau lokalisiert werden, 

eingebaut. da die Mitose bei den Cladophoraceen ja intra- 


Abb. 17. Abb. 18. 


Abb. 17. Cladophora fracta rivularis in S-35 (12 X 63). Die Basalspitze eines 
Regenerates. Die einzelnen Silberkérner sind sichtbar. 
Abb. 18. Cladophora fracta rivularis 5 Tage in S-35. Die Isotope werden im Plasma. 
in den Zellkernen und vermutlich auch in die Zellwand eingebaut. 
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nuclear verlauft, also nur dicht gepackte Gebilde zu sehen sind. Radioaktive 
Substanz wird jedoch nur in den wachsenden Zellregionen aufgenommen. 
Dies aindert sich waihrend der Regeneration nicht. Erst wenn es zur Abtren- 
nung der Rhizoidzelle kommt, findet bei der Entstehung der neuen Zell- 
wand wieder Aufnahme und Einbau von S-35 statt. 


Abb. 19. Abb. 20. 


Abb. 19. Rhizoclonium hieroglyphicum. Die neue Zellwand ist in der Anlage des 
ersten Stadiums sichtbar (12 X 63). 
Abb. 20. Rhizoclonium hieroglyphicum. Die neue Zellwand ist ausgebildet nach 
fiinftaégiger Kultur in S-35-haltiger Nahrlésung (2 “C/ml Nahrlésung von S-35). 


Das mikroskopische Bild lat einen klar umrissenen Schwarzungsring am 
Bildungsort der Zellmembran erkennen. Auch hier nehmen die niadhst- 
liegenden Zellkerne radioaktive Substanz auf. Das radioaktive Sulfation 
wird vermutlich in schwefelhaltige Aminoséiuren aufgenommen (Zystin. 
Zystein, Lanthionin). 


Diese Ergebnisse lassen sich mit den durch die Farbung erzielten Be- 
obachtungen vereinbaren. Dort hat sich gezeigt, da in unmittelbarer Nahe 


der Basalspitze Kerne und Nucleolen am gréRten sind und sich dichteres 
Plasma befindet. Dies legt nahe (vgl. Biinning 1953, Kiihn 1950), dab 
im Plasma Strukturen vorhanden sind, die die Fiahigkeit der identischen 
Reproduktion besitzen. 
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b) Einbau von P-32 und S-35 bei der Regeneration 


Weiterhin ist von Interesse, wie die Regeneration ablauft, wenn die Algen 
dauernd in radioaktiver Nahrlésung kultiviert werden und in welcher Menge 
die Aufnahme dieser markierten Atomarten erfolgt. 

Fiir diese Untersuchungen diente ein Zahlrohrgerat FH 41a (Friesecke 
und Hoepfner, Erlangen) mit zwei Glockenzahlrohren fiir 6-Strahler FHZ 12 
(fiir P-32) und FHZ 15 (fiir S-35). Die isolierten Zellen wurden in einer 
gepufferten Nahrlésung kultiviert, die 2 wC/ml radioaktive Substanz ent- 
hielt. Im Abstand von je 1 Tag wurden die Algenzellen entnommen, mehr- 
mals griindlich mit inaktiver Nahrlésung gewaschen, auf einen Objekttrager 


Tabelle 3. Anzahl der Impulse/min fiir je zehn Zellen mwahrend der Regeneration 
in radioaktiver Nahrlésung. 





Zeit der P-32 P-32 8-35 $-35 
EKinwirkung Cl. fr. riv. Rhizocl. Cl. fr. riv. Rhizoel. 





Tag 32 30 31 
Tage 37 47 43 
Tage 39 54 
Tage 46 67 
Tage § 57 85 
Tage 2 74 133 
Tage 102 145 77 
Tage 108 120 156 81 
Tage 140 151 176 94 
Tage 180 174 210 140 


one = 


ao oO 


gelegt und die Impulszahl gemessen. Um médgliche Fehler auszuschaliten, 
wurden je 25 Zellen zur Messung verwendet. Bei den Messungen wurde zu- 
nichst der Nulleffekt eliminiert, die genaue Zellzahl bestimmt und die 
Impulsmessungen auf 10 Zellen zum Vergleich extrapoliert. Trotz grofer 
Vorsicht und eines relativ geringen MeRfehlers (bei je zehn Messungen eines 
Praiparates betrugen die Abweichungen in der Zahl der Impulse stets weni- 
ger als 3%) koénnen die Ergebnisse als nicht ganz verlaBlich angesehen wer- 
den. — Obwohl diese Versuche mehrfach durchgefiihrt worden sind, erweist 
sich diese quantitative Nachweismethode des Einbaues radioaktiver Sub- 
stanzen als zu grob (vgl. Tabelle 3). 

Man kann lediglich insofern einen Vergleich ziehen zwischen der Zeit- 
spanne der Einwirkung und der Zahl der Impulse, da nach 10 Tagen eine 
Zunahme von etwa 6:1 erfolgt ist. Ein ahnliches Ergebnis hat Ball (1953 
bei Gewebekulturen von Daucus carota erzielt. AuBerdem ist der Anstieg 
nach 5 bzw. 6 Tagen wohl darauf zuriickzufiihren, da das Rhizoid jetzt 
gebildet ist und danach eine verstarkte Aufnahme stattfindet. Weitere 
Schliisse kénnen aus diesen Ergebnissen keinesfalls gezogen werden. 


c) Nachweis durch Autoradiographie 


Um ermitteln zu kénnen, wie die markierten radioaktiven lonen wah- 
rend der ganzen Regenerationsperiode in die Zelle eingebaut werden, habe 
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ich Priparate angefertigt von Zellen, die dauernd in radioaktiver Nahr- 
lésung kultiviert sind. Die spezifische Aktivitit ist 2 wC/ml. Die Praparate 
werden in derselben Weise hergestellt, wie in 8a) beschrieben ist. Es zeigt 
sich hier zunichst nichts grundsiatzlich anderes gegeniiber dem vorher Mit- 
geteilten, wenigstens in den ersten Tagen. Als neues Ergebnis kommt jedoch 
hinzu. daB im oberen Teil der regenerierenden Zelle iiberhaupt kein Einbau 


Abb. 21. Abb. 22. Abb. 23. 

Abb. 21. Cladophora fracta rivularis, Das 3 Tage alte Regenerat zeigt starkeres 
Wachstum an der Basis. aber auch das apikale Wachstum ist ausgepragt. 
Abb. 22. Cladophora crispata. 3 Tage altes zweizelliges Regenerat in S-35 kultiviert. 
Die Autoradiographie zeigt eine besonders starke Aufnahme radioaktiver Isotope 
im Rhizoid. 

Abb. 23. Cladophora fracta rivularis ist 6 Tage in S-35-haltiger Nahrliésung regene- 
riert. Nur in den wachsenden Zellteilen ist radioaktives Material aufgenommen. 


radioaktiver Substanzen in der ersten Regenerationsphase erfolgt. Erst 
wenn die neue Zellwand gebildet wird. setzt in diesem Zellbereich neues 
Plasmawachstum ein, der mittlere Teil der Zelle bleibt vollkommen frei 
von Silberkérnern. Das gilt auch fiir mehrzellige Regenerate, die sich in 
dieser Hinsicht analog verhalten. Andererseits ist zu beobachten, dal} im 
Gegensatz dazu auch in .ruhenden* Zellen radioaktive Isotope aufgenom- 
men werden, wenn sich Kernteilungen abwickeln. Ob dabei ein [onenaus- 
tausch mit dem Nahrmedium stattfindet, kann auf diese Weise nicht ein- 
deutig bestimmt werden. Die Aufnahme tritt besonders bei S-35 klar her- 
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vor. Nach Abschluf} der Versuchsreihen ist mir eine Arbeit von Le vi (1954) 
zuganglich geworden, die mit der Ilford-G 3-Emulsion einen quantitativen 
Nachweis von /-Spuren auf photographischem Wege an Hefe und Scenedes- 
mus ausgefiihrt hat. Dabei werden bis zu 150 « dicke Schichten verwendet 
(gegen 5 u Dicke bei der hier beniitzten Emulsion!), so da® jeder Atom- 
zerfall aufgezeichnet wird. Bei Kodak NTB 2 gibt ein f-Teilchen 1—1.5 Kor- 
ner, bei Ilford G3 aber mindestens 10. Das bedeutet, da® man bei dieser 
Technik mit geringerer Aktivitat auskommt, zudem werden die Zellen frisch 
in die Emulsion eingegossen. Obwohl dies nur eine verbesserte statistische 
Methode ist, liefert sie sicher bessere Ergebnisse, wohl auch im Falle der 
Regeneration bei Cladophora. 

Die Aufnahme und der Einbau radioaktiver Atomarten zeigt, daB die 
markierten lonen zunachst nur in den Zellabschnitten nachzuweisen sind, 
die sich in lebhaftem Wachstum befinden, in den anderen Teilen wird nichts 
aufgenommen, bis irgendeine Form des Wachstums eingeleitet wird. Doch 
ist in .ruhenden” Zellen ein Einbau beobachtet worden, der aber nichts mit 
einem Differenzierungswachstum zu tun hat, sondern wohl den Umbau oder 
Neubau von Plasmabestandteilen demonstriert. Durch all diese Zusammen- 
hinge wird deutlich, um welch komplexe Vorgiinge es sich hier handelt. 
Man ersieht daraus, dal} polare Plasmaneubildung und Plasmaanhaufung 
in engstem Zusammenhang mit dem polaren Wachstum stehen. 


9. Zusammenfassung 


1. Unter konstanten Auenbedingungen (Licht, Temperatur, Nahr- 
lésung) und an Hand einer neuen Fixierungs- und Farbemethode wird der 
Verlauf der Regeneration bei verschiedenen Arten von Cladophora studiert. 


2. Unmittelbar nach der Isolierung laRt sich durch Farbung und Plas- 
molyse die Polaritat der Zelle aufzeigen. Das Kernwachstum ist je nach 
Art 20—30 Stunden sistiert, waihrend basal eine deutliche Plasmaneubildung 
einsetzt. Nachfolgend sind an der Zellbasis vermehrte Kernteilungen zu 
beobachten, die zu einer Kernanhaufung fiihren. Die basalen Kerne werden 
stiirker farbbar, ebenso das Plasma, das Nucleolusvolumen nimmt zum 
Kernvolumen relativ zu. In einiger Entfernung vom apikalen Pol ist eine 
gréBere Anzahl Plastiden festzustellen. Der sogenannte .Chromatophor* 
besteht bei den untersuchten Arten aus einzelnen Chloroplasten, die aber. 
dicht gelagert, meist den Eindruck eines einheitlichen Gebildes erwecken. 
Bei der Rhizoidbildung wie bei der Schwarmerbildung werden die einzelnen 
Chloroplasten sichtbar. Die Ausbildung der Rhizoidzelle dauert je nach 
Art 4—8—10 Tage. Die Regenerationszeit ist ebenfalls vom physiologischen 
Zustand der Zelle bei der Isolation abhangig. 

3. Bei regenerierenden Zellen ist nach 2 Tagen an der Basalspitze ein 
negativer Plasmolyseort festzustellen, wodurch die feste Verbindung zwi- 
schen Zellwand und Protoplast verdeutlicht wird. 

4. Dichtemessungen am lebenden und fixierten Protoplasten lassen wah- 
rend der Regeneration eine basale Plasmaanhaufung erkennen. Das ist auch 
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an der Stelle zu beobachten, an der spiiter die neue Zellwand entsteht, die 
das Rhizoid abgliedert. 

3. Durch Fluorochromierung mit einem Akridinorange-Auramin-Gemisch 
(2:1) in einer Konzentration von 1: 100.000 lassen sich die an fixierten 
Zellen gefundenen Ergebnisse bestatigen. Eine Vitalfarbung und Kultur der 
Regenerate in der Farblésung ist nicht gelungen. Die Fluorochromierung 
wirkt auf die Zelle schidigend. 

6. Die Farbung mit Berberinsulfat erméglicht den Nachweis der Chon- 
driosomenhaufung am basalen Zellende wenige Stunden nach der Zell- 
isolierung. Die Farbung mit Nilblausulfat zeigt vermehrte Spharosomen- 
fluoreszenz an den basalen Langswianden in der Wachstumsregion. 

7. In wachsenden Teilen der Zelle liegt der Entladungspunkt (IEP) 
hoher als bei den .ruhenden* Zellelementen. 

8. Die Nuclealreaktion mit Phenylfluoron verdeutlicht, daf in wachsen- 
den Zellregionen mehr RNS und DNS vorhanden sind. Es liegt nahe anzu- 
nehmen, daB RNS zuniachst im Plasma selbst gebildet wird, aber auch wiih- 
rend der Mitose vom Kern ins Plasma abgegeben wird. DNS findet sich stets 
nur im Kern, im wachsenden mehr als im ruhenden. 

9. Die Farbung mit Methylenblau-Trypaflavin zeigt eine Haufung von 
Metaphosphaten in der Nahe von Chloroplastenansammlungen, wahrend 
die Zellpole véllig frei davon sind, dort also wahrscheinlich ein Verbrauch 
stattfindet. 

10. Die Reaktion mit Fuchsin nach Hydrolyse zeigt eine Hiiufung von 
sogenannten Nucleotiden (einfache Nucleinsiuren) an den basalen (auch 
apikalen) Zellpolen im ersten Stadium der Regeneration, ehe vermehrite 
Kernteilungen einsetzen. 

11. Die Versuche mit den radioaktiven Atomarten P-32 und S-35 besti- 
tigen, da eine Neubildung protoplasmatischer Substanzen in unmittelbarer 
Nahe der Zellpole nach der Isolierung einsetzt. Der apikale Zellteil nimmt 
keine radioaktiven lonen auf, bis die Regeneration abgeschlossen ist und 


das Apikalwachstum einsetzt. Dies ist auch weitgehend der Fall, wenn 


radioaktive Isotope wihrend der ganzen Regenerationszeit geboten werden, 
nur ein geringer Austausch ist zu verzeichnen. Wenn die Zellwand gebildet 
wird. werden radioaktive Ionen an der betreffenden Stelle in das Plasma 
eingebaut. In die .ruhenden* Zellen werden ebenfalls P-32 und S-35 auf- 
genommen, jedoch in weit geringerem Mafe als bei den wachsenden Zellen. 
P-32 ist zuerst an der Zellbasis nachzuweisen, von wo aus das Zellwachstum 
bei der Regeneration stimuliert wird. S-35 wird sofort in einem gréferen 
Bereich der Zellspitze aufgenommen. 

Herrn Prof. Dr. E. Biinning danke ich fiir die Anregung zu diesen Unter- 
suchungen und fiir die groRziigige Férderung der Arbeit. Die Deutsche Forschungs- 
gemeinschaft stellte eine Reihe von Apparaten zur Verfiigung, auch dafiir sei an 
dieser Stelle gedankt. 
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Le corps paranucléaire des gamétes géants 
d’Allomyces javanicus traité 4 l’acide borique 


Par 
Gilbert Turian 


Institut de Botanique générale, Université de Genéve 
Avec 2 figures 
(Regu le 12 octobre 1955) 


Le corps paranucléaire («nuclear cap» de Hatch 1935, 1938) des 
cellules mobiles des Allomyces, volumineuse formation cytoplasmique baso- 
phile, caractérise aussi les gamétes et zoospores des autres genres de Blasto- 
cladiales : Blastocladia (Thaxter 1896: Barrett 1912), Blastocladiella 
(Matthews 1937; Harder et Sérgel 1938), Sphaerocladia (Stiiben 
1939). Un corps basophile homologue a été signalé aussi dans les zoospores de 
quelques Chytridiales dont Rhizophydium chitinophilus (A ntikajian 1947). 

L’intense affinité du corps paranucléaire d’Allomyces javanicus Kniep 
pour les colorants basiques (bleu de toluidine, pyronine, etc.) et la perte de 
cette basophilie aprés hydrolyse perchlorique ou enzymatique (test de la 
ribonucléase) nous ont conduit a considérer cet organite comme une ac- 
cumulation transitoire d’acide ribonucléique cytoplasmique (T urian 1955). 
Cet acide ribonucléique est associé a des protéines sulfhydrilées, ainsi que 
vient de nous le révéler la teinte rose que prend le corps paranucléaire 
soumis a la réaction du nitroprussiate selon Ra pkine, aprés fixation 
@ Vacide trichloracétique. Le corps paranucléaire d’ Allomyces, masse 
basophile de ribonucléoprotéine sulfhydrilée, présente donc les caractéres 
chimiques de lergastoplasme des cellules animales (voir Brachet 1944). 
[étude micromorphologique, au microscope électronique, permettra! de 
préciser sil en a la structure lamellaire (voir Fre y-Wyssling 1955) et 
sil enrobe dans sa substance des éléments du chondriome (chondriosomes 
vésiculisés), comme le prétendait Hatch (1935). 


1 L’obtention de coupes ultra-minces de gamétes d’Allomyces et leur obser- 
vation au microscope électronique viennent de confirmer notre opinion (T urian, 
1955) que le corps paranucléaire, de structure apparemment granulaire, est bien 
distinct et entouré des mitochondries (G. Turian et E. Kellenberger, Expil. 
Cell Research, 1956). 


10* 
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Fait notoire, le corps paranucléaire d’ Allomyces west bien visible, 
autour du noyau des gamétes, que jusqua la fusion nucléaire dans les 
zygotes. Il est ensuite rapidement résorbé (chute de la basophilie péri- 
nucléaire) lors de la reprise de l’activité mitotique accompagnant la ger- 
mination des zygotes. 

Les premiers amas basophiles, générateurs des corps paranucléaires, 
apparaissent au stade du clivage du contenu des gamétanges d’ Allomyces 
javanicus. Ces amas confluent et forment des masses chromophiles, séparées 


Fig. 2. 

Fig. 1. 3 gamétes femelles géants et un normal (a droite) d’Allomyces javanicus 
Kniep traité a lVacide borique M/20. Fixateur de Schaudinn (selon Hatch), 
20—30 minutes : coloration hématoxyline ferrique (selon Re gaud). 

Fig. 2. Suspension de gamétes d’A. javanicus dans lVacide borique M/100 (tampon 
phosphate neutre). Remarquer deux gamétes femelles géants auréolés de gamétes 
males. Photo contraste de phase Leitz (gross. environ 200X). 


par les sillons de clivage en progression centrifuge. Ce processus aboutit 


a la distribution dun seul corps paranucléaire par gaméte. Mais, comme 
Hatch (1935) l'a déja signalé chez Allomyces arbusculus Butl.. la bonne 
marche du mécanisme de clivage peut étre perturbée pour des raisons in- 
connues et conduire a la formation occasionnelle de gamétes anormaux 
frappés de gigantisme. 

Nous avons trouvé que ce gigantisme gamétique peut étre provoqué par 
simple immersion des gamétanges d’Allomyces. avant le clivage de leur 
contenu, dans une solution tamponnée (solution phosphates neutre) d’acide 
borique M/20 a4 M/400. En présence de H,BO, M/20, la majorité des gamétes 
libérés, tant males que femelles. sont plurivalents, c.-a.-d. bi-, tri- ou pluri- 
nucléés (voir fig. 1). De grosses sphéres pluriciliées et peu mobiles, con- 
tiennent jusqu’a 10 noyaux groupés a l'un de leurs péles. Fait intéressant, 
le corps paranucléaire des gamétes bi- ou trinucléés ne forme qu'une masse 
réguliére emboitant les noyaux. Par contre, dans les gamétes géants pluri- 
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nucléés (plus de 3 noyaux), on peut observer, a l’opposé du groupe 
nucléaire, un amas volumineux et irrégulier de blocs et de sphéres baso- 
philes (voir fig. 1). Dans la solution tampon-phosphates témoin, la 
grande majorité des gamétes libérés sont normaux (mononucléés et mono- 
ciliés). 

Sur le plan physiologique, nous avons observé que les petits gamétes 
males normaux (ayant échappé 4 l’action inhibitrice de l’acide borique) 
manifestent un chimiotactisme positif exalté a l’égard des gamétes femelles 
géants (fig. 2). Il y a la un exemple de plurivalence sexuelle concernant 
l’émission de substances attractives (gamones) par les gamétes femelles 
d’ Allomyces. 

En résumé, l’acide borique, dont nous avions montré les propriétés anti- 
copulantes vis-a-vis des gamétes libres d’Allomyces (Turian 1954), aux 
concentrations M/2 a M/40 surtout, interfére aussi avec le clivage normal 
(cytokinése) du cytoplasme gamétangial chez ce Champignon, spécialement 
aux concentrations M/20 a M/400. Cette action inhibitrice se porte surtout 
au niveau des masses basophiles paranucléaires dont le découpage et 
l’ordonnance en un corps cytoplasmique bien défini est perturbée. 

On peut se demander si l’acide borique n’interfére pas avec le méta- 
bolisme de l’acide ribonucléique, élément constitutif essentiel du corps para- 
nucléaire, soit par inhibition de la phosphodiestérase (démonstration in 
vitro selon Zittle 1947), soit par formation de complexes boro-ribo- 
nucléiques (fixation du bore sur les groupes hydroxyles selon modéles de 
la riboflavine, des coenzymes, etc. mentionnés par Zit tle 1951). 


Summary 


The gametes of Allomyces javanicus exhibit a nuclear cap essentially 
made of ribonucleoprotein with sulphydryl groups. 

When dipped in phosphate buffered solutions of boric acid M/20—M/400, 
the male and female gametangia of Allomyces liberate giant male and 
female gametes. Such giant gametes exhibit either a single regular nuclear 
cap (with 2 or 3 nuclei) or a massive and irregular basophilic formation 
(with 4—10 nuclei). 

Boric acid may interfere with ribonucleic acid, essential constituent of 
the nuclear cap, during the cleavage of the gamete-units in the gametangia. 
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Elektropolare Farbstoffe im elektrischen Organ 


Von 
Rudolf Keller, New York 


(Eingegangen am 25, November 1955) 


Im Jahre 1950 wurden in der Madison Foundation for Biochemical 
Research, New York, Versuche zur Vitalfarbung des elektrischen Aales mit 
Vitalfarben begonnen. Wir waren uns wohl bewuftt, da& unsere morpho- 
logischen Kenntnisse der elektrischen Fische nicht im mindesten vergleich- 
bar waren mit denen der Spezialisten, die in diesem schwierigen Feld her- 
vorragende Arbeiten herausbrachten. Was uns ermutigte, mit unserer Arbeit 
fortzufahren, war die Tatsache, da wir gewisse mikroskopische Vital- 
farbungsmethoden empirisch auf Grund von Versuchen mit Testobjekten 
bekannter Elektromikrostruktur ausgearbeitet hatten, die von drei oder 
vier unabhangigen Kontrollen verifiziert werden konnten und unseren 
Resultaten einen gewissen Grad von Verlaflichkeit sicherten. Insbesondere 
hatten wir in den letzten Jahren ein paar alte Methoden der Mineral- 
analyse mit Farbstoffen in halbquantitative verbessert, so da& wir hoffen 
durften, da& spatere Analysatoren unsere halbquantitativen Methoden mit 
Hilfe des Photometers zu vollquantitativen Bestimmungen ausbauen wiir- 
den. Die Methoden sind beschrieben in friiheren Arbeiten, z. B. Sulz- 
berger und Mitarbeiter (1950). 


Wir gehen von der alten Voraussetzung aus, da die Tracer-Methoden von 
v. Hevesi unter Umstanden auch auf Nichtisotope ausgedehnt werden kénnen. 
besonders im Falle der Fluoreszenz-Vitalfarbstoffe, die in Verdiinnungen von Hun- 
derttausenden noch kolorimetrisch geschatzt werden kénnen, so daf man die beiden 
gegensatzlich gerichteten Stoffbewegungen im lebenden Objekt beobadhten kann. 
Die unsichtbaren Zirkulationen sind die der extrazellularen, positiv geladenen 
Gruppe von Wasser, Natron- und Lithiumsalzen, die Chloride, Jodide, Thiocyanate 
sowie ferner die intracellulare Gruppe von Kalium, Magnesium, Sulfaten, Phos- 
phaten. In diesen Gruppen sind Basen- und Saéure-Radikale miteinander vermischt, 
so, als ob vom gewohnlichen Protoplasma Saduren von Basen nicht unterschieden 
werden kénnen. Das lebende Cytoplasma scheint auferhalb der Chemoreceptoren 
keinen Geschmacksinn zu haben, sondern unterscheidet zwischen den Substanzen 
lediglich nach ihrem Platz in den lyophilen Serien von Hofmeister und Spiro, 
die nach Hoeber (1905) von elektrischen Kraften mitbestimmt werden. 

Wenn wir Natrium im Cytoplasma festzustellen versuchen, so verwenden wir 
beispielsweise Uranin, Natriumfluoresceinat, ein nichtradioaktives Natriumsalz, das 
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den Vorteil hat, in einer Verdiinnung von 100.000 und mehr noch mit dem Phoio- 
meter geschitzt werden zu kénnen. Da laut v. He vesis Entdeckung alle Natriuni- 
salze im lebenden Organismus den gleichen Weg gehen, so sind wir mit dem 
Fluoreszenzmikroskop in der Lage, die Natriumstréme, die im gewéhnlichen Licht 
farblos und unsichtbar sind, wahrend ihrer Bewegung zu beobachten und zu photo- 
graphieren. Uranin ist eines unserer schlechtesten Reagenzien, da es nur grofe 
Anhaufungen von Natrium sichtbar macht. Saéurefuchsin in saurer Lésung ist fiir 
kleine Mengen von Natrium besser. 

Der Autor ist sich der Unzulanglichkeit seines Wissens auf vielen Spezialgebieten 
wohl bewuft und unterstreicht sie fortwahrend. Es ist nicht anders méglich bei 
Versuchen mit neuen Methoden der Vitalfarbung, die an den verschiedensten Or- 
ganen der verschiedensten Tiere und Pflanzen ausprobiert werden miissen. Auf 
der anderen Seite hat die winzige Minoritit der Biologen, die meine Methoden 
iiberhaupt als annehmbar betrachteten, mich anlaéflich meines 80. Geburtstages in 
der Spezialnummer der ,,.Experimental Medicine and Surgery“ mit unverdientem 
Lob iiberschiittet. Die Wahrheit liegt wahrscheinlich nahe der Mitte. 


Wir haben 1950 und 1951 etwa 60 supravitale Farbungen an méglichst 
frischen Schnitten des elektrischen Organs untersucht, spater auch ein paar 
zentimeterdicke Schnitte in Farbstofflésungen deponiert und am Gefrier- 
mikrotom in diinne Schnitte zerlegt. Mit beiden Verfahren erschien das 
gleiche Resultat: Muskeln positiv, Kérperfliissigkeiten negativ. Mit Thio- 
flavin, Vasoflavin, mit einem Gemisch gleicher Teile 1 : 20.000 Methylenblau 
und Uranin, in Ringer- oder isotonischer Glukoselésung waren die elektri- 
schen Organe im Fluoreszenzlicht gelbgriin, die Muskeln blau, das Serum 
gelbgriin. 

Als Kontrollen wurden Indikatorfarbungen beniitzt, die immer die 
elektrischen Organe in der Basenfarbe farbten, die Muskeln dagegen in 
einer schwachen Saurefarbe und niemals in der Basenfarbe. Besonders klar 
tingierten sich die Indikatoren fiir Oxydation, reduziertes Methylenblau 
oder Toluidinblau, das die Muskeln — Oxydationsorte nach P. G. Unna — 
blau farbte, in Verdiinnungen von 1: 25.000. Die elektrischen Platten da- 
gegen reagierten niemals auf solche reduzierte Basenfarbstoffe und wurden 
in Silbernitrat und in Ferrisalzlésungen stark reduziert. Daf die elektri- 
schen Organe am Galvanometer negative Stréme aussenden, ist bekannt. 
Nach unserer Erfahrung ist das Flammenphotometer eines der besten quan- 
titativen Mefinstrumente fiir elektrostatische Ladungen an Organen 
und Organteilen. Die Verhaltniszahl zwischen Natrium (positiv) und Ka- 
lium (biologisch negativ) ist ein verlaBliches Maf fiir relative Positivitiat. 

Diese Beschreibung ist naturgema® liickenhaft. Jeder Elektrophysiologe 
weil, da& es kein einfach positives oder einfach negatives Organ im leben- 
den Kérper gibt. Demzufolge kann in dem noch so frisch erhaltenen Ge- 
webe, sobald es seine Zirkulation eingebii&t hat — ein Zustand, der als 
supravital* bezeichnet wird —, eine schwachere Differenzierung der Ner- 
ven beobachtet werden als im Leben. Wahrend wirklich lebende Nerven 
in allen von uns untersuchten héheren und niederen Tieren vitalfarberisch 
einen scharfen Gegensatz aufwiesen zwischen den positiven Nervaxonen 
und den negativen Nervenscheiden und den ebenfalls negativen K6rper- 
fliissigkeiten, war dieser Kontrast in den frischen Stiicken des vor etwa 
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% Stunden getéteten Tieres nur mehr schwach zu erkennen, beispielsweise 
daran, da die Nervenscheiden sich nicht gefarbt hatten, die Axone jedoch 
schwach blau erschienen. 


1955 erschien ein Aufsatz von K. Nishie und E. J. Harris (Cambridge) iiber 
die Elektrolyte des elektrischen Organs von Electrophorus; sie hatten mit dem 
Flammenphotometer im Sachsschen Organ einen Na/K-Koeffizienten von 6:1 ent- 
deckt, der alles iibertraf, was bisher in einem festen tierisch-protoplasmatischen 
Gewebe beobachtet werden konnte. Uns war die Schilddriise, in der wir ein 2: 1- 
Verhiltnis zugunsten des Natriums gravimetrisch bestimmt hatten, als das nega- 
tivste Organ des Kérpers erschienen. Nach dieser Veréffentlichung des biophysikali- 
schen Laboratoriums von Rio de Janeiro ist dagegen das Sachssche Organ das nega- 
tivste von allen festen Organen. Die beiden zitierten Autoren haben sich fiir den 
Na/K-Index nur wenig interessiert, aber die sehr wichtigen Grundlagen der 
Mineralverteilung und ebenfalls einen sehr grofen Chlorgehalt mitgeteilt. Sie haben 
keine Hypothesen aufgestellt und wie die iiberwaltigende Mehrheit der Physio- 
logen nie davon gehGért, da& man mit Uranin grofe Natriumanhaufungen im Orga- 
nismus schatzen kann. Dies ist teilweise unser eigenes Verséumnis, da wir es unter- 
lassen hatten, ausfiihrliche Mitteilungen zu veréffenilichen. Wir sind iiberzeugt, dak 
sich das Verhiltnis Na/K im Sachsschen Organ noch erhdhen lassen wird, wenn man 
es mit der Uraninmethode (die nicht die beste ist) oder mit einer besseren Farb- 
stoffmethode feststellt und dann die natriumreichen Strukturen mit einem Mikro- 
manipulator von den iibrigen mehr intracellularen Zellen abtrennt; bei diesem 
Verfahren wird man sehr wahrscheinlich einen Natriumiiberschu® von 10:1 und 
sogar mehr finden. Die feine elektrische und chemische Differenzierung des leben- 
den Cytoplasmas kann durch verfeinerte Untersuchungsmethoden nur an Klarheit 
gewinnen. 

In diesem Zusammenhang ist es notwendig, auf weiter zuriickliegende Arbeiten 
zuriickzugreifen, die aber heute noch fiir das Thema der elektrischen Fische von 
Interesse sind. Im Jahre 1930 hat Bruno K isch eine Arbeit iiber ..Harnstoffunter- 
suchungen bei Selachiern* veréffentlicht, die bemerkenswerte Ziffern iiber den Harn- 
stoff der elektrischen Fische enthalt. Es war zu erwarten, daf der Harnstoff, der 
stark negativ ist, im elektrischen Organ besonders niedrig sein wiirde. Kisch 
fand erstaunlicherweise im elektrischen Organ doppelt soviel Harnstoff als im 
Muskel. Es ist offenbar so, da® im elektrischen Organ besonders hohe Voltladungen 
vorkommen und daf ein héherer Prozentsatz von Harnstoff ebenfalls vorherrscht. 


Es ist das groRe Verdienst von Nishie und Harris, sich der miihe- 
vollen Aufgabe unterzogen zu haben, die Elektrolyte des elektrischen 
Organs zu studieren. Es war eine originelle und fruchtbringende Idee, auf 
die nicht so leicht jemand verfiel. Zudem haben beide Autoren ein umfas- 
sendes Wissen iiber die Morphologie des elektrischen Organs, das mir fehlt, 
der ich fast alles, was ich in dieser Hinsicht vom elektrischen Fisch weif, 
Professor David Nachmannsohn vom College of Physicians and 
Surgeons der Columbia University und dessen Mitarbeitern verdanke, die 
mir ein paar Hinweise iiber Anatomie und Histologie der Electrophorus ° 
gegeben haben. 

Es war mir interessant zu erfahren, welche Ladungen das elektrische 
Organ hat und ob es einen sogenannten Ruhestrom nachweisen laRt. Wir 
haben in New York das Gliick, im Laboratorium der Columbia-Universitat 
aufer dessen Leiter, Professor Nachmannsohn, auch Professor Erwin 
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Wilson, Dr. Altamirano und andere genaue Kenner des Problems 
zu kennen. Ich ersuchie Professor Nachmannsohn, mir ein paar Teile 
des frischen Fisches Electrophorus, des elektrischen Aals, zu iiberlassen. Er 
gab mir nicht nur die erbetenen Teile zur Analyse mit Vitalfarbstoffen, 
sondern erbot sich spater, mir ganze lebende Fische zu iiberlassen, um den 
Stoffwechsel dieser merkwiirdigen Tiere im Normalzustand zu untersuchen. 
Zu meinem Bedauern konnte ich den generésen Vorschlag des bekannten 
Biochemikers, der eine Autoritat auf diesem Gebiet ist und selber elek- 
trische Organe vital mit Tageslichtfarbstoffen gefarbt hat, nicht annehmen, 
da die Madison Foundation Tiere von der Gréfe dieser Fische wegen Man- 
gels an Platz und Personal nicht untersuchen konnte. 


Die ersten Versuche und die Angaben der Literatur machten es aber 
klar, da wir in dem elektrischen Organ Strukturen mit den starksten bis- 
her bekannten Kathoden vor uns hatten. Mit allen Sadureindikatoren wur- 
den sie sofort farblos oder basenfarben, mit Reduktionsmitteln wie Osmium- 
saure wurden sie schwarz, und sie reduzierten Ferrisalz. Nach unseren 
Analysen anderer Organe und Safte war es bald klar, da& wir eine der 
stirksten Natriumkonzentrationen vor uns hatten, die uns in den ver- 
schiedensten Tier- und Pflanzenorganen je vorgekommen sind. 


Dieser Eindruck wurde woméglich noch verstarkt, wenn wir die Stiicke 
mit Ultraviolettfarbstoffen behandelten. In den diphasischen Farbstoffen 
leuchteten die Platten der elektrischen Organe mit einer sonst selten beob- 
achteten Helligkeit auf. Das war um so merkwiirdiger, als die Praparate 
seit mindestens % Stunden tot waren. Es gibt Gewebe, die ihre Elektro- 
polaritat nach dem Tod stark andern; zu diesen scheint der elektrische Fisch 
nicht zu gehéren. Die Muskeln oder Nerven oder Hautstiicke der in Eis 
gepackten und im Kiihlschrank aufbewahrien Organe farbten sich wie 
lebende Muskeln, Nerven und Haut, nur etwas schwacher. Dieser Umstand 
machte es sehr wahrscheinlich, wenn nicht ganz sicher, daft wir sehr negative 
und natronreiche Organe vor uns hatten. Nach dieser Zeit haben wir die 
Versuche an elektrischen Fischen fiir ein paar Jahre abbrechen miissen. 


Im letzten Jahr — 1955 — fielen mir ein paar alte mikroskopische Pri- 
parate des elektrischen Organs von Electrophorus in die Hand, die sich 
merkwiirdig gut gehalten hatten. Inzwischen hatiten wir zusammen mit 
Dr. Harry Sobotka und Frau Dr. A. V. Luisada-Opper einige 
Hypophysen und eine Schilddriise von Schlachitieren untersucht und mit 
dem Flammenphotometer des New-Yorker Mount Sinai Hospitals grofe 
Natriumgehalte in allen Teilen dieser Organe fesigestellt (Nature 173, 585, 
1954). Im Herbst 1955 war es klar, da& wir im elektrischen Organ das ideale 

Natrium akkumulierende Organ vor uns hatten, warteten jedoch mit der 
’ Veréffentlichung, bis wir mehr Kontrollen gemacht hatten. Es erschien fast 
sicher, da kein anderer Experimentator uns mit diesen Analysen zuvor- 
kommen wiirde. Ganz unerwartet erschien dann in der Aprilnummer des 
. J. f. cellular and comparat. Physiol.“ die schon erwahnte Arbeit von Keica 
Nishie und E. J. Harris, die im Sachsschen Organ, dem negativsten Teil 
elektrischer Platten, ein Na/K-Verhaltnis von 6:1 gefunden hatten, einen 
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relativen Reichtum an Natrium, wie die altesten Spezialisten in Alkalisalz- 
analysen ihn bisher in keinem festen Organ festgestellt haben. In der 
Literatur gibt es nur einen einzigen Befund, der diesem Verhialtnis nahe- 
kommt, namlich die Analysen von Thaddeus M a nn in Cambridge in seiner 
Monographie iiber die Alkalien des Samens (1954). Mann fand in den 
natronreichsten Spermatozoen des Stieres viermal soviel Na als K. Das war 
schon sehr viel und héher als alle anderen Verhaltniszahlen in festen Ge- 
weben. Die Forscher der Jahrhundertwende, Klassiker, wie Miescher, 
Schmiedeberg und K. Spiro, hatten mit den damaligen Methoden 
nicht eine Spur von Kalium im Sperma gefunden. 


Die beiden Untersucher Nishie und Harris sind offenbar Fachleute in 
der Anatomie und Histologie der elektrischen Fische; es war ihre Vermutung, daf 
das Sachs-Organ den gréften Natriumgehalt haben miisse, und das Flammenphoto- 
meter bestatigte ihre Vermutung. Auf der anderen Seite teilen sie einige Irrtiimer 
mit der grofen Majoritat der Biochemiker, némlich die Voraussetzung, daft die 
Kalisalze im Protoplasma Kationen sind, wahrend sie sich bewuft waren, daf Kali- 
salze im lebenden Kérper immer und iiberall entgegengesetzt den Natronsalzen 
wandern. Nicht einmal die Natronsalze, die tatsachlich innerhalb und auferhalb 
des Protoplasmas eine positive Oberflache zeigen, sind wirkliche Kationen. Der Bio- 
chemiker der Universitat Istanbul, Zd. Stary, friiher Professor der Biochemie an 
der deutschen Universitat in Prag, berichtete 1927, daf er unter der Hochspannung 
von 1000 Volt und der Stromstarke von wenigen Milliampere per Quadratzentimeter 
im anorganischen Laboratorium, aber unter der Spannung und Stromstarke der 
lebenden Zellen, das Kochsalz zusammen mit der Hauptmasse des Chlors, d. i. ahn- 
lich wie in einem Molekiil an der negativen Elektrode beobachiete. 

Die iiberwaltigende Mehrheit der Biochemiker schreibt die meisten Lebensaktio- 
nen der Zellen, insbesondere die elektrischen, den Membranen zu nach der Theorie 
von Bernstein um 1900 und zusammengefaft in seiner ,.Elektrobiologie* von 1912. 
Bernstein war ein hervorragender Elektrophysiologe, der seiner Zeit voraus war 
und als erster mit Experimenten bewiesen hat, daf die Pflanzen ihre Safte, wie wir 
es heute nennen, ,,elektrophoretisch* bewegen. Seine Membrantheorie hingegen war 
ein Irrtum. Eine kleine, aber tapfere Schar von Physiologen unter Rafael Lorente 
de N 6 bekimpft die Membrantheorie, findet aber in den Lehrbiichern des Westens 
keine Erwahnung. Wie ich wiederholt im .,Protoplasma“ gepredigt habe, ist es voll- 
kommen unrichtig, der Zellmembran, die keine Reserven an Kohlehydraten, Fetten, 
Mitochondrien hat, grofe Energieleistungen zuzuschreiben. Die Stoffbewegung zwi- 
schen den Zellen wird mindestens zu 99% vom Cytoplasma hinter den Zellmembra- 
nen durch Coulombkrafte der Anziehung und Abstofung verursacht und nicht 
von Kriaften innerhalb der Membranen. 


Solange diese Tatsache nicht in die Lehrbiicher und die Vorlesungen der 
Universitaten aufgenommen wird, werden die phantastischen und ver- 
alteten Hypothesen den Fortschritt der experimentellen Methodik ver- 
hindern. Mein mehr als fiinfzigjahriges Studium neuer mikroskopischer 
Methoden hat mich ferner davon iiberzeugt, daB die ausschlieRliche Beschaf- 
tigung mit der Tageslichtmikroskopie unter Vernachlassigung der Fluores- 
zenzmikroskopie, die in Amerika schlimmer ist als in Europa, die unsicht- 
baren Zirkulationen des farblosen Gewebswassers vielen Forschern ver- 
borgen bleiben laRt, da diese im Tageslichtmikroskop nicht beobachtet 
werden kénnen. Der Urologe Felix Fuchs pflegt zu sagen, da die Bio- 
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logen, die sich ausschlieRlich auf Weiflichtmikroskopie beschranken, farben- 
blind sind fiir alle Wellenlangen unter 4000 A. 
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Gerbstoffidioblasten in der Scheide von Carex! 
Von 


Charlotte Thielke 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Freien Universitat Berlin 
Mit 6 Textabbildungen 
(Eingegangen am 6. Dezember 1955) 


Gelegentlich anderer Untersuchungen an verschiedenen Carex-Arten 
fielen in dem meist chlorophyllfreien, hautigen Teil der Scheide Zellen auf, 
die eine stark lichtbrechende Vakuole besitzen und nach Einwirkung ver- 
schiedener Reagenzien Gerbstoffcharakter zeigen. Diese Idioblasten sind 
bei vielen Arten anzutreffen. Von den untersuchten Formen sind sie ge- 
funden worden bei: C. acutiformis Ehrh., C. binervis Sm., C. crus corvi 
Shutl., C. lasiocarpa Ehrh., C. paniculata Justen, C. pendula Huds., 
C. punctata Gaud., C. reticulata Peterm., C. riparia Curt., C. stolonifera 
Hoppe. C. strigosa Huds.. C. vulpina L.: nicht gefunden wurden sie bei: 
C. arenaria L.. C. aristata Sieg.. C. atherodes Spr.. C. aurea Nuitt., C. 
canescens L., C. cyperoides L., C. flacca Schreb., C. gmelini Hook et Arn., 
C. grayi Carey. C. hirta L.. C. inflata Huds., C. limosa L., C. oederi Retz.. 
C. panicea L., C. pseudocyperus L., C. vesicaria L. 

Bei allen gepriiften Arten besteht dieser Teil der Scheide aus anfangs 
uur zwei Zellagen, von denen die innere oft etwas gréBere Zellen hat. In 
der auReren Schicht entstehen bei vielen Arten an bestimmten Stellen durch 
Aufteilungen parallel zur Oberflache Faserbiindel, die die Scheide — einer 
lockeren Nervatur vergleichbar — durchziehen und innen und aufen von 
je einer Zellschicht bedeckt sind. Uber die Entstehung dieser Faserzellen 
wird an anderer Stelle berichtet werden. Von den Orten mit Fasern ab- 
gesehen, bleibt die Scheide hier zweischichtig ohne dazwischenliegende 
Interzellularen. Beide Seiten sind von einer Cuticula iiberzogen, die das 
Eindringen vieler Reagenzien sehr erschwert. An vitalen Geweben kénnen 
diese daher oft nur von den Wundrandern aus eindringen. Die Carex- 
Scheiden sind in vieler Hinsicht recht geeignete Objekte fiir zellphysiolo- 
gische Untersuchungen. lhre Zellen zeigen eine lebhafte Plasmastrémung, 
einen gut sichtbaren Kern und fiihren manchmal Starke. 


’ Frau Prof. Dr. Elisabeth Schiemann zum 75. Geburtstag in Verehrung 


zugeeignet. 
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In der AuRenschicht, die aus Zellen etwa gleicher GroéRe und gleicher 
Form aufgebaut ist, finden sich die Idioblasten in einer Verteilung, wie sie 
Abb. 3 zu entnehmen ist. Vereinzelt kommen sie auch in der Innenepidermis 
vor. In der Epidermis und im Mesophyll des iibrigen Blattes fehlen sie so- 
wohl auf Ober- und Unterseite als auch in Spitze und Basis; lediglich am 
Rande der Ligula sind sie noch vorhanden. Nach den Untersuchungen von 
Waldheim (1949)? sind jedoch bei mehreren Carex-Arien Gerbstoff- 
zellen im Mesophyll durch Elektivfarbung mit Rhodamin B nachzuweisen. 
Sie kommen dort in der Nachbarschaft der Leitbiindel vor. Von den hier 
gepriiften Arten trafe das fiir das Mesophyll von C. vulpina, C. pendula 


Abb. 1. Gerbstoffidioblast in der Scheide von Carex acutiformis. 
Abb. 2. Zwei Gerbstoffidioblasten in der Scheide von Carex crus corovi. 


und C. flava (s. u.) zu. Sie liegen meist einzeln, konnen aber auch zu zweit, 
seltener zu dritt in einer Reihe hintereinander angeordnet sein. In diesen 
Zellen befinden sich stark lichtbrechende, vermutlich sehr zahfliissige In- 
haltskérper, die fast den ganzen Raum einer Vakuole einnehmen, meist aber 
noch kleinere, abgerundete, schwach lichtbrechende Vakuolen in sich fiihren, 
die am besten am Rande in der Nahe der Zellwand zu erkennen sind 


(Abb. 1 und 2). 


Zur Charakterisierung dieser Inhaltskérper wurden einige orientierende 
Untersuchungen vorgenommen. Bei der in allen wesentlichen duBeren 
Eigenschaften recht weitgehenden Ubereinstimmung der Idioblasten der 
einzelnen Arten mag es zunichst geniigen, nur auf zwei genauer einzu- 
gehen. Es ist aber trotzdem zu erwarten, daf bei einer griindlicheren 
Priifung eine ganze Reihe feinerer Unterschiede zutage treten. 


2 Herrn Prof. Dr. K. Héfler, Wien. bin ich fiir seinen freundlichen Hin- 
weis sehr zu Dank verbunden. Herrn Dr. H. Kinzel, Wien, méchte ich fiir die 
Uberlassung eines Sonderdruckes der Arbeit von Waldheim vielmals danken. 
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Carex acutiformis hat Scheiden mit ziemlich langgestreckten Zellen. 
Faserbiindel sind reichlich vorhanden und spreizen am oberen Rande 
fiederartig auseinander. Die Idioblasten, die sich in der aiuReren Form 
nicht von den umgebenden Zellen unterscheiden, sind in der Langsrichtung 
gestreckt und etwa 14—22 « 35—60 uw grof. Der stark lichtbrechende In- 
haltskérper, der fast die ganze Zelle ausfiillt, scheint im Innern homogen 
zu sein. Plasmastrémung ist nur an seiner Oberflache zu beobachten. Da- 
gegen ist an kleinen Einschliissen im Innern der schwach lichtbrechenden 
Vakuolen haufig Brownsche Molekularbewegung wahrnehmbar. Alle Zellen 
sind von einer recht glatten Cuticula iiberzogen. Bei Carex crus corvi sind 
die aus ineinandergeschachtelten Blattern bestehenden Schiafte sehr dick: 
die hautige Scheidenflanke ist dadurch besonders gut zu _priparieren. 
Faserbiindel sind hier oft etwas sparlicher vorhanden und liegen paralle! 
zueinander. Die iibrigen Zellen haben anfangs auf der AuRenseite auch 
eine langsgestreckte Form, dehnen sich aber anscheinend spiter in der 
Querrichtung, dadurch werden sie z. T. quadratisch (Abb. 2). Wahrscheinlich 
erfolgt hier die Querstreckung erst zu einem Zeitpuvnkt, zu dem die Cuti- 
cula schon weitgehend fertig ausgebildet ist; deun an alteren Scheiden 
sind kleinere Langsrisse und Schuppenbildung als Folgen einer solchen 
Dehnung zu erkennen. Liegen in der Mitte dieser Scheidenhaut die Faser- 
biindel dichter beieinander, dann sind meist keine Cuticularrisse nachweis- 
bar. Diese Unterschiede in der Beschaffenheit der Scheiden machen sich 
bei Anwendung von Reagenzien bemerkbar. Bei C. crus corvi sind die 
Cuticula und vielleicht auch die Zellwand leichter durchlassig als bei 
C.. acutiformis, 

Die Carex-Scheiden fiihren haufig in ihren basalen Teilen Starke: auf- 
fallig ist dabei, da die Zellen mit stark lichtbrechenden Vakuolen prak- 
tisch immer starkefrei sind. Die Idioblasten und speziell die festen Vaku- 
olen farben sich mit Jodjodkali und mit Chlorzinkjod dunkel mahagoni- 
braun. Dabei ist oft eine Vakuolisation festzustellen, manchmal auch eine 
homogene Anfarbung, es kann auch beides nebeneinander in der gleichen 
Zelle vorkommen. In Kaliumbichromat werden die Idioblasten ebenfalls 
mahagonibraun bis braunschwarz. Hierbei zeigt sich die Unterschiedlich- 
keit der beiden Arten wieder in dem durch die Cuticula bedingten Ver- 
halien. Bei C. crus corvi bilden sich, vermutlich durch Quellung der Zell- 
winde hervorgerufen, breitere Risse innerhalb der Cuticula, die beson- 
ders lang und deutlich am oberen Scheidenrand sind. Zur Basis hin werden 
sie etwas feiner und starker gekriimmt. so daf® kleine Schuppen entstehen. 


Nach langerer Einwirkung der Lésung kommt es dann zu einem Aufbiegen 


und manchmal auch zur Abschiilferung der Cuticula. Auffallig ist, da 
iiber den Idioblasten diese Spalten kaum zu finden sind, nur manchmal 
greifen sie etwas von benachbarten Zellen aus hiniiber. Hier kommt es 
dann nach erfolgter Verquellung zur Ablésung einer Cuticularscholle von 
etwa ZellengréBe. C. acutiformis hat keine entsprechende Cuticularstruk- 
tur, und das ist wahrscheinlich der Grund, weshalb manche Reagenzien 
hier langsam und nur vom Rande her eindringen kénnen. 
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Millonsches Reagens hat Gelbfarbung und Schrumpfung des Inhaltes 
zur Folge. Eisensalze farben ihn braunschwarz, niemals griin oder blau. 
Mit Dimethyl-p-aminobenzaldehyd gibt es eine Rotfairbung des Idioblasten- 
inhaltes, ein Zeichen dafiir, daB es sich um einen Phloroglucinabkémmling 
handeln muf. Unter Einwirkung von 05% Coffein entsteht in den stark 
lichtbrechenden Vakuolen sehr schnell ein Niederschlag aus anfangs kleinen 
Trépfchen, die sich rasch zu groRen Kugeln vereinen (Abb. 3). Coffein- 
lésung erweist sich auch hier als ein Reagens, das am vitalen Objekt, auch 
bei C. acutiformis, besonders schnell per- 
meiert. 

Basische Farbstoffe (1: 10.000 in Lei- 
tungswasser gelést) farben diese Zellen, 
d. h. speziell ihre Inhaltskérper elektiv 
an. Toluidinblau wird in rein blauem 
Farbton gespeichert, wahrend die Vakuo- 
len der iibrigen Zellen am Wundrand 
violett werden. Die Membranen, vor 
allem die der Faserzellen, sind auch kraf- 
tig blau gefarbt. am Wundrand violett. 
Ebenso wird Neutralrot mit karminroter 
Farbe in den Idioblasten und Zellwanden, 
mit ziegelroter Farbe in den Nichtidio- 
blasten am Rande gespeichert. Die An- 
farbung der Vakuolen am Rande des Pra- 
parates scheint ausschlieflich Wirkung 
des Wundrandes zu sein. Zwar verlagert 
sich die Front der gefarbten Zellen weiter 
ins Binnenfeld hinein, doch verbreitert 
sich auBen in gleichem Mae die Zone 
toter Zellen. Rhodamin B farbt die Gerbstoffzellen ebenfalls elektiv an. 
wie es schon Waldheim (1949) fiir die Gerbstoffzellen im Mesophyll eini- 
ger anderer Carex-Arten berichtet. Eine Anfarbung der Wundrandzellen 
unterbleibt jedoch bei diesem Farbstoff. In ihrem Verhalten gegen Acridin- 
orange sind die beiden Arten etwas unterschiedlich. Bei C. crus corvi ist 
nach 16 Stunden in allen Idioblasten aller untersuchten Scheidenstiicke 
verschiedenen Alters griine Fluoreszenz vorhanden. Vakuolen und Mem- 
branen lebender und toter Zellen des Wundrandes fluoreszieren lebhaft rot: 
dabei haben auch die in der Nahe des Wundrandes liegenden Idioblasten, 
deren Inhalt griin fluoresziert, Membranen mit roter Fluoreszenz. Bei 
C. acutiformis fluoreszieren lediglich die in unmittelbarer Nahe des Wund- 
randes gelegenen Idioblasten griin, der Wundrand selber gleicht dem von 
C. crus corvi. Im Binnenfeld des Priaparates bleibt der Inhalt der Zellen 
ungefarbt: Membranen. vor allem die der Faserzellen, leuchten griin. Diese 
Unterschiede mégen sich vielleicht wieder dadurch erkliren, daB im einen 


Abb. 3. Coffeinspeicherung in den 
Gerbstoffidioblasten von Carex 
acutiformis. 


Fall der Farbstoff nur vom Wundrand aus in das Gewebe eindringen 
kann, waihrend er im anderen Fall durch die sehr porése Cuticula eine 





Gerbstoffidioblasten in der Scheide von Carex 149 


gréRere Angriffsflache besitzt. Nach langerer Zeit kommt es zur Rot- 
fluoreszenz aller Idioblasten. Im Hellfeld erkennt man ausgefallene Farb- 
stoffkriimel; die Zellen sterben ab. Acridinorange ist fiir diese Zellen 
giftiger als die anderen benutzten Vitalfarbstoffe in gleicher Konzentration. 

In hypertonischen Lésungen von Rohrzucker und KNO, hebt sich der 
Protoplast in allen Zellen gleichmaéBig ab, Hechtsche Faden werden sicht- 
bar; sie sind in den gewohnlichen Zellen etwas zahlreicher und die an 
ihnen hangenden Mikrosomen sind kleiner als bei den Gerbstoffzellen. Die 


Abb. 4. Abb. 5. 


Abb. 4. Idioblasten von Carex crus corvi nach 48 Stunden Aufenthalt in 
0.4 mol. KNOs. ..Myriophyllin*-Kugeln. 
Abb. 5. Cuticularrisse in der Scheide von C. acutiformis nach kurzem Erhitzen 
in Wasser. 


Grenzplasmolyse erfolgt bei Idioblasten und bei Nichtidioblasten bei etwa 
0.6 mol. In starker hypertonischen Lésungen verliert auch die Gerbstoff- 
vakuole betrachtlich an Volumen, sie rundet sich stark ab, schlieBt dabei 
oft noch die normale Vakuole ein. Nach langerem Aufenthalt in KNO,-L6- 
sungen, gleichgiiltig, ob es hypo-. iso- oder hypertonische sind, runden sich 
die Gerbstoffvakuolen ab, zerfallen dabei manchmal in eine gr6éBere und 
mehrere kleinere Kugeln. Sie gleichen dann im auferen Bild den ..Myrio- 
phyllinkérpern”, wie sie Raciborski (1893) an Myriophyllum zuerst 
beschrieben hat (Abb. 4). AuBerhalb dieser Gerbstoffkugeln ist lebhafte 
Brownsche Molekularbewegung zu beobachten, es sieht so aus, als sei die 
Zahl der sich bewegenden Teilchen gréRer geworden. Ob diese Erschei- 
nung sich so deuten laRt, da intrameiertes KNO, auf osmotischem Wege 


zur Volumenverminderung des Gerbstoffkérpers beitragt oder ob Quel- 


lungsmechanismen mitwirken, laBt sich freilich noch nicht entscheiden. Die 

kugelrunde Gestalt scheint auf geringere Viskositat hinzuweisen. Starke 

Oberflachenkrafte sorgen dafiir, daB die Kugeln oft nicht zusammenflieBen. 
Protoplasma, Bd. XLVII/1—2 ll 





150 Charlotte Thielke 


Versuche zur Feststellung der Léslichkeit ergaben, da dieser Inhalts- 
kérper sich in heifem Wasser herauslésen laRt. Er ist bei C. crus corvi 
auch in Wasser von Zimmertemperatur léslich, wenn das Material vorher 
in 96% Alkohol abgetétet wurde. Nicht léslich ist er in 96% Alkohol, Ben- 
zol, Xylol und Aceton innerhalb von 48 Stunden. Er ist auch in kochendem 
Wasser nicht léslich, wenn eine der oben erwahnten Gerbstoffreaktionen 
angestellt wurde. Allgemein ist dazu festzustellen, da die Lésung bei 
C. crus corvi immer schneller erfolgt. Beim Erhitzen eines in Wasser 
liegenden Priaparates oder bei Behandlung mit Chloralhydrat kann es, 
vor allem in der Mitte der Scheide, wo die Faserbiindel gehiuft auftreten, 
zu einem AufreiBen der Cuticula iiber den betreffenden Zellen in Form 
eines in der Langsachse des Organs orientierten Spaltes kommen, der sich 
im Tuschepraparat gut sichtbar machen la8®t. wenn durch die verschlei- 
mende Substanz die Tuschepartikel beiseite gedrangt werden (Abb. 3). Bei 
C. crus corvi hebt sich auferdem die Cuticula haufig als Deckel von etwa 
ZellgréRe ab. Die Zellwand wéolbt sich oft mit einer kleinen Ausstiilpung 
vor. 

Die alteren auBen liegenden Scheidenhautchen sind nicht selten ge- 
braiunt und tot: in ihnen ist auch der Idioblasteninhalt braun geworden 
und nicht mehr in Wasser léslich. Er gibt aber nach wie vor die meisten 
der iiblichen Gerbstoffreaktionen. Die Probe auf Vorhandensein von 
Phloroglukotannoiden mit Dimethyl-p-aminobenzaldehyd fallt allerdings 
nur bei wenigen Zellen schwach positiv aus. Die Coffeinreaktion tritt dann 
nicht mehr ein. 

Interessant war das Verhalten toter ungebraunter Inhaltskérper. Dazu 
wurden Scheidenstreifen frei prapariert und 5 Tage lang bei Zimmer- 
temperatur getrocknet. Die nicht mehr vorhandene Vitalitaét wurde mit dem 
Plasmolyseversuch belegt. Die Idioblasten solcher getrockneter Scheiden 
enthielten ebenfalls noch den gleichen, stark lichtbrechenden Inhaltskérper. 
der jetzt die ganze Zelle ausfiillt. da die kleineren schwach lichtbrechenden 
Vakuolen praktisch nicht mehr vorhanden sind. Gegeniiber den Nichtidio- 
blasten erscheinen diese Zellen auch in hypertonischen Rohrzuckerlésungen 
als turgeszent, was gut am Rande einer aufgerollten Scheide durch Vor- 
woélbung zu erkennen ist. Die oben angefiihrten Reaktionen treten hier in 
fast gleicher Weise auf wie am lebenden Material. Beide Arten verhalten 
sich aber wieder etwas unterschiedlich. Wahrend die toten Scheidenstreifen 
von C. acutiformis noch nach 2 Tage langem Aufenthalt in warigen Lésun- 
gen voll turgeszente Idioblasten haben, sind sie bei C. crus corvi nach eini- 
gen Minuten .ausgelaufen*. Danach geben die .ausgelaufenen* [dioblasten 
immer noch positive Gerbstoffreaktionen, aber die reagierende Substanz er- 
fiillt bei dieser Art nicht mehr den ganzen Raum der Zelle, sondern ist nur 
noch an der Wand in kriimeliger Form lokalisiert. Nach den Beobachtungen 
im Tuschepriaparat erfolgt das Verquellen dieser Substanz entweder durch 
eine plétzlich auftretende Offnung unter raschem Verlust der Turgeszenz. 
wobei ein Schleimhof entsteht. der an seinem Rand die Tuschepartikel zum 
Verkleben bringt: oder der Austritt geht sukzessive vor sich durch eine ver- 
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mutlich sehr kleine Pore. Dabei bildet sich gleich oberhalb der Cuticula 
eine allmahlich gréfer werdende Tuschekappe adhirierender Teilchen, 
wiahrend die Turgeszenz der Idioblastenzelle langsam abnimmt. In Acridin- 
orange fluoreszieren die Inhaltskérper der toten Gerbstoffzellen, wenn man 
von der Wundrandzone absieht, deutlich griin. Die Membranfluoreszenz 
entspricht in Intensitaét und Farbton dem lebenden Gewebe. Wiahrend aber 
bei C. crus corvi die Anfarbung aller Idioblasten des ganzen meist 25 mm? 
groRen Priparates schnell und fast gleichzeitig erfolgt (vermutlich durch 
die Cuticularspalten), schreitet sie bei C. acutiformis nur langsam von der 
Randzone aus vor. Die Erscheinung der Griinfluoreszenz geht bei beiden 
Arten schneller voriiber als bei lebendem Material. Nach 3—7 Stunden ist 
keine Griinfluoreszenz des Idioblasteninhaltes mehr zu bemerken, lediglich 
die Membranen leuchten in starkerer Intensitat griin als die der umgeben- 
den Zellen. Der Idioblastenzellinhalt von C. crus corvi lauft schnell aus, 
und bei C. acutiformis fallt der Farbstoft bald kriimelig aus. Durch osmo- 
tisch wirksame Zucker- und Salzlésungen laBt sich an totem Material 
keine Schrumpfung des stark lichtbrechenden K6rpers erreichen; sie erfolgt 
aber in organischen Lésungsmitteln wie 96%igem Alkohol, Benzol und in 
Xylol. 

Uber die Ausdifferenzierung dieser Gerbstoffidioblasten liegt nur wenig 
Material vor. Es laft sich nichts davon beobachten, daf in jungen Zellen 
die Gerbstoffvakuolen kleiner sind und mit dem Heranwachsen allmahlich 
gréRer werden, wie das Toriyama (1955) fiir die Gerbstoffkérper von 
Mimosa und denen von Robinia dargelegt hat. Es ist lediglich die Anreiche- 
rung einer starker lichtbrechenden Substanz zu sehen, die in den noch 
embryonalen Zellen verhaltnismaRig den gleichen Anteil am Gesamtzell- 
inhalt besitzt wie in erwachsenen Zellen. Ob von Anfang an zweierlei 
Vakuolen vorhanden sind, konnte nicht entschieden werden. Von einem 
sehr friihen Zeitpunkt an, wenn am unbehandelten Objekt noch keine 
Unterschiede erkennbar sind, lassen sich die zukiinftigen Idioblasten mit 
basischen Farbstoffen elektiv darstellen. Sie farben sich von Anfang an in 
der Farbe .voller“ Zellsafte (HOfler 1947). Dabei kommt es sofort zur 
Bildung kleiner Entmischungstrépfchen, die sich innerhalb der nur sehr 
bla® gefirbten Vakuole in lebhafter Brownscher Molekularbewegung be- 
finden. Spiter bekommen die Vakuolen festere Konsistenz, sie farben sich 
homogen mit kraftiger Farbe an. Bildung von Entmischungstrépfchen 
findet bei diesen alteren Zellen nicht mehr statt. In diesem Stadium sind 
normale ungefarbte Vakuolen deutlich nachzuweisen. Die Differenzierung 
geht hier also in basipetaler Richtung vor sich, wie das auch Sagromsky 
(1949) fiir die Epidermis von Sedum beschrieben hat. 

Unter dem untersuchten Carex-Material fand sich in C. flava L. eine 
Form, die Idioblasten von etwas anderer Beschaffenheit besitzt. Sie sind 
im unbehandelten Praparat wenig deutlich und wurden erst nach Zugabe 
von Jodjodkali beobachtet (Abb. 6). Zunichst fallen sie dadurch auf, daf 
in ihnen Starke fehlt, die sonst in der Scheide von C. flava reichlich vor- 
handen ist. Die betreffenden Zellen sind plasmareicher und befinden sich 

11* 
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in lockerer Verteilung in einem Langsstreifen nur auf der Mitte der 
Scheidenhaut. Auf die iiblichen Gerbstoffreaktionen sprechen sie nicht an. 
Gewisse Unterschiede zeigen sich aber bei Anfarbung mit Neutralrot nach 
16 Stunden. Wahrend in den Vakuolen der Nichtidioblasten der Farbstoff 
mit bla karminroter Farbe wahrnehmbar ist, kommt er in den Idioblasten 
nur in kleinen karminroten Entmischungstrépfchen vor. Das entsprechende 
Verhalten laRt sich in Toluidinblau beobachten. Nach Plasmolyse mit 
KCNS fallen die Idioblasten gegeniiber den anderen Zellen durch ihren 
stiirker lichtbrechenden Inhalt bei etwa gleicher Kontraktion auf. Wenn 
man die mit Neutralrot oder Toluidinblau 
gefarbten Zellen plasmolysiert, dann 
kommt es in den gefarbten Vakuolen der 
gewohnlichen Zellen zu kleinen Ent- 
mischungstropfen, wahrend die Vakuolen 
der Idioblasten insgesamt farblos bleiben 
und nur am Rande die oben erwahnten 
gefarbten Trépfchen fiihren. Entsprechend 
der Farbung ist vielleicht die normale 
Vakuole der Nichtidioblasten den gefarb- 
ten Trépfchen der Idioblasten homolog zu 
setzen. Bei dieser Art hat Waldheim 
(1949) aber im Mesophyll Gerbstoffzellen 

nachweisen kénnen. 
In ihrem Aussehen und in ihrem che- 
a! * mischen Verhalten erinnern die Inhalts- 
Abb. 6. Idioblasten von Carex k6rper dieser Idioblasten an die von 
flava nach Zugabe von Jodjod- Raciborski (1893) beschriebenen Myrio- 
kali. phyllinkérper, die nach Schilling 
(1894) unter Wasserpflanzen verschiede- 
ner Familien sehr verbreitet sind. Sie reagieren nach eigenen orientierenden 
Versuchen in gleicher Weise auf Coffein, Eisensalze und auf basische Farb- 
stoffe. Nach eigener kurzer Priifung liegen unter den von Schilling 
(S. 333) u. a. beschriebenen Myriophyllinzellen in der Stipel von Eichhornia 
crassipes vollig identisch aussehende und identisch sich verhaltende Gebilde 

vor (siehe auch We ber 1950). 

Dem Aussehen der Carex-Vakuolen entsprechen die Bilder, die 
Klercker (1888, S. 29 und Abb. 11) nach Plasmolyse bei Quercus, Salix, 
Dioon u. a. erhalten hat. Bei Quercus und bei Doronicum kénnen Zellen 
mit groBen Gerbstoffvakuolen und solche mit kugelférmigen Ausscheidungen 
vorkommen. 

Wie ebenfalls kurz gepriift, geben fast die gleichen Reaktionen auch 
die von Pfeffer (1873) festgestellten Gerbstoffvakuolen in der Rinde 
des Blattstielgelenkes von Mimosa pudica. Nur die Angabe Pfeffers 
iiber blauende Wirkung der Eisensalze konnte nicht bestatigt werden. 
Beim hiesigen Mimosa-Material zeigte sich nur Braunfarbung. Toriyama, 
der diese Kérper an Mimosa und an Robinia genauer untersucht hat (1955). 
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findet an ihnen zwar morphologische Unterschiede in Abhangigkeit vom 
jeweiligen Reizzustand, doch seien diese Tanninkérper nicht von direkter 
Bedeutung fiir die Bewegung der Gelenke, da auch junge Keimpflanzen 
bereits reagieren, ohne solche Vakuolen ausgebildet zu haben. Uber das 
Fehlen dieser Inhaltskérper bei Mimosa-Keimlingen berichtete schon 
Pfeffer (1873, S. 13). AuRerdem sind nach seinen Angaben die Gerbstoff- 
vakuolen nicht nur auf die Gelenkpolster beschrankt, sondern finden sich 
ebenfal!s im Parenchym des Blattstiels, des Stengels und bei vielen an- 
deren Pflanzen. Umgekehrt kénnen sie in den Zellen anderer in gleicher 
Weise reizbarer Organe fehlen. 

Bei den Myriophyllinkérpern handelt es sich aber um kugelige Gebilde, 
die nur einen geringen Teil der gesamten Vakuole ausmachen, wiahrend bei 
allen untersuchten Carex-Arten dieser Kérper wesentlich gréRer ist und 
die normalen Vakuolen nur wie aus ihm herausgeschnitten erscheinen. 
Diese Formunterschiede mégen auf Viskositatsdifferenzen zuriickzufiihren 
sein. Vielleicht aber sind diese Kérper von einer semipermeablen Haut ein- 
geschlossen und dadurch in ihrem Volumen von der Konzentration der 
normalen Vakuole abhingig, wie Pfeffer (1873, S. 14; 1877, S. 181) es 
fiir Gerbsauretropfen allgemein angibt (siehe auch Klercker). Eine 
solche Membran ist vielleicht das, was als Rest einer .ausgelaufenen* 
Idioblastenzelle bei C. crus corvi nachzuweisen ist. Bei toten Zellen miifte 
eine solche Haut ihre semipermeablen Eigenschaften wenigstens fiir Rohr- 
zucker, Glycerin und KNO, verloren haben, denn in osmotisch wirksamen 
Lésungen lassen sich keine Schrumpfungen der tannoiden Inhaltskérper 
mehr erzielen. Sollten die beschriebenen Gerbstoffvakuolen der verschie- 
denen Pflanzen untereinander identisch sein, dann wire zu erwarten, da 
sie unter bestimmten Bedingungen auch bei Carex in der .Myriophyllum- 
Form” auftreten kénnten und umgekehrt. Myriophyllum-ahnliche Kugeln 
konnten bei Carex regelmaRig beobachtet werden, wenn die Praparate 
langere Zeit in KNO,-Lésungen verblieben (Abb. 4). 

Ahnliche Gerbsauretropfen lassen sich z. B. an Wurzeln von Azolla 
durch Konzentrierung des Zellsaftes auf dem Wege der Plasmolyse erzeugen 
(Pfeffer 1886, S. 245). Nach Deplasmolyse verschwinden sie dann wieder 
ohne Riickstand. Eine Niederschlagshaut kann sich an ihrer Oberflache 
dabei noch nicht gebildet haben, sonst kénnte diese kiinstlich hervorgerufene 
Ausscheidung als Modell fiir einen natiirlicdhen Vorgang dienen. DaB solche 
tanninhaltigen Vakuolen neben normalen auch bei vielen anderen Objekten 
vorkommen, geht aus der von Guilliermond (1941) gegebenen Auf- 
stellung hervor. 

Gewisse Ahnlichkeit scheint auch mit den von Hartel (1951) be- 
schriebenen Inhalten der Epidermiszellen von Pirola secunda vorzuliegen. 
Die Gerbstoffreaktionen fallen in gleicher Weise aus, Lipoide fehlen ebenso 
wie dort. Entsprechend wie bei Pirola verhalten sich auch die Zellen nach 
Fluorochromierung mit Acridinorange, es kommt spater zur Kriimelbil- 
dung und die Fluoreszenz wird rot. Mit Dimethyl-p-aminobenzaldehyd 
gibt es allerdings bei Pirola eine tropfige Entmischung (Hartel, S. 349), 
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hei Carex bleiben die Idioblasten anfangs homogen und werden dann 
kriimelig braun. 

Diese tannoiden Inhaltskérper finden sich also bei Vertretern der ver- 
schiedensten Familien an sehr unterschiedlichen Pflanzenteilen. Die Mannig- 
faltigkeit ihres Auftretens laRt keine allgemeinere Schlu@folgerung fiir 
ihre Bedeutung zu. Man hat versucht, sie in Beziehung zur Schleimbildung 
zu bringen (Sc hrenk 1888), und sie erscheinen tatsachlich oft an schleim- 
produzierenden Organen. Schilling, der dies fiir viele Pflanzen be- 
schrieben hat, glaubt nicht an einen direkten Zusammenhang zwischen 
ihrem Vorkommen und der Produktion von Schleim. Fiir Carex ist auf- 
fallig, da® die Idioblasten nur dort auftreten, wo das Gewebe aus zwei 
Schichten besteht. und das ist im vegetativen Bereich nur an der Scheide 
und am Rande der Ligula der Fall. Es sollte gepriift werden, ob das im 
floralen Bezirk auch so ist. Ferner ist auffallig, da® sie nur in chlorophyll- 
freien Partien entstehen und daf die Idioblasten auch dort, wo die Scheide 
sonst Starke fiihrt, meist starkefrei bleiben. 

Es handelt sich hier also um eine besondere Vakuole mit tannoidem 
quellbarem Inhalt, der vielleicht bei C. crus corvi von einer eigenen Haut 
umschlossen wird. Daf auBer Gerbstoffen noch andere Bestandteile den stark 
lichtbrechenden Kérper aufbauen, scheint mir sicher. Nach Klercker 
(S. 27) kénnte die GréBe der Gerbstoffblasen von der osmotischen Wirk- 
samkeit der Beimengung abhangig sein. Proteine kommen nach dem 
negativen Ausfall der Millon-Reaktion und nach dem Ausbleiben der 
Koagulation beim Erhitzen in Wasser nicht in Frage. Vielleicht kénnen 
weitere Untersuchungen an diesen gut zuganglichen Carex-Scheiden zur 
genaueren Analyse dieser und ahnlicher Gerbstoffkérper fiihren. 


Zusammenfassung 


In dem zweischichtigen Scheidenteil vieler Carex-Arien befinden sich 
Idioblasten, die besondere, stark lichtbrechende Gerbstoffvakuolen neben 
kleinen, normalen, schwach lichtbrechenden Vakuolen fiihren. In getrock- 
netem Material geben die Inhaltskérper der Idioblasten die gleichen Reak- 
tionen auf Gerbstoffe wie in vivo. In wiasserigen Lésungen kénnen die 
toten Idioblasten wieder turgeszent werden. Sie speichern basische Farb- 
stoffe in lebendem und in getrocknetem Zustand in dem fiir ,,volle* Zell- 


sifte typischen Farbton: Fluorochromierung mit Acridinorange ergibt in 
beiden Fallen anfangs griine Fluoreszenz der tannoiden Substanz. Diese 
Inhaltskérper scheinen den Myriophyllinkugeln von Myriophyllum spica- 
fum und vielen anderen Wasserpflanzen nahe zu stehen und sind auch 
mit den Gerbstoffvakuolen in den Blattgelenken von Mimosa pudica und 
Robinia pseudacacia zu vergleichen. 
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Introduction 


The way starch granules grow has always been a subject for much 
speculation. In his classical work, Arthur Meyer |10] gave strong 
arguments in favour of growth by apposition (centrifugal deposition of 
successive layers). This theory is capable of explaining many observa- 
tions |{| and implies structural equality of all the layers of a granule 
(water content excluded) as has been demonstrated for potato and other 
starches in general, with the notable exception of waxy maize [2]. Growth 
by apposition is irreconcilable with the existence of an outer membrane 
with special properties [3]. 

In contrast. growth by intussusception (deposition of starch inside the 
granule) is believed to require the presence of such a membrane [14], which 
often in the past has furnished investigators with a convenient explanation 
for various observations made during the swelling of starch granules (for 
a recent example see [9]), although its existence cannot be demonstrated 
lt, 3). 

Even when growth takes place by apposition, the process may involve 
rapid periodical crystallization of the granule from a coacervate, as sug- 
gested by MacMasters (see |2]), or this process could be a slow one, 
layer after layer being deposited through the same fundamental process 
of crystallization from a saturated solution. 

It has not been possible to watch starch granules growing in living 
tissues with the indirect method of observation available, and it was there- 


1 Permanent address: Department of Botany, University of the Witwatersrand, 
Johannesburg, S. Africa. 
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fore necessary to find a method which would make the growth of a siarch 
granule more directly visible. It was believed that this could be done if 
the substrate was labelled and growth followed by autoradiography. The 
technique, as developed by Pele |12| offered great possibilities [5] and 
was therefore applied. 


Materials and Methods 


Young potato plants, grown from tubers, were put into the assimilation 
chamber of an apparatus, developed by one of us |6] and allowed to photo- 
synthesise in an atmosphere containing CO., using activities in the range 
75-400 wC, and total CO, concentrations from 0.1-1.5% (calculated for 
empty apparatus). 

Parts of the stems were shielded from the light to prevent photo- 
synthesis, and surface activities of these parts, and of leaves, stolons, and 
tubers, were measured with thin mica and window counters at various 
periods after the treatment. In some cases, roots and tubers were washed 
free of soil, in other cases plants were left undisturbed, and returned to the 
greenhouse, where they stayed for as long as 8 days before further in- 
vestigation. As a rule plants were not de-starched before treatment. The 
flower pots were wrapped in plastic material, to avoid loss of “CO, into 
the soil. 

A thin slice was cut from the middle part of each tuber and autoradio- 
graphs were prepared from these slices on X-ray film. In some cases one 
half of the tuber was dried, and starch was isolated from the other half, 
in other cases the whole tuber was used for starch isolation. For some of 
the bigger tubers, (maximum weight 17.5 g.). specific activities of ground 
dry tissues and the corresponding starches were measured at infinite 
thickness and compared. The size of the tubers investigated varied from 
4-34mm. on the long axis. Extracts were made of some of the dried 
material by refluxing in 80% alcohol. After concentrating in vacuo the 


residue was taken up in a little water. Sugars present were separated by 


filter paper chromatography. using a pyridine-butanol-water mixture as 
solvent. Spots were located with a-naphthoresorcinol or benzidine as 
spraying reagents and also by means of autoradiography. 

The stripping-film technique of Pele [12] was applied to dried-in 
starch preparations on slides covered with an adhesive layer. Starch 
granules were studied before and after treatment with saliva at 40°C., and 
also after partial gelatinization with or without simultaneous action of 
saliva. 

Results 


A. General distribution of activity 


Surface activity of the leaves dropped sharply during the first 10 hours, 
and then more gradually during the following 10 hours, tending to 
approach a constant residual level at about 1/3 the initial value. In the 
meanwhile, darkened portions of the stem increased in surface activity, so 
that evidently active material was transported downwards. 
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The most surprising result was, that even after 8 days the activity of 
the tubers varied over a very wide range, some being highly active, whilst 
others were quite inactive. There was no relation between tuber size and 
degree of activity. This result still remains unexplained. The starch in 
the mother tuber remained inactive. 

Autoradiographs of slices developed after 2 days exposure time showed 
a weak initial equal distribution of activity throughout some tubers, with 
the periderm standing out clearly. In this stage (I), the specific activity 
of the dried tuber tissue was of the order of 1 wC/g., all of this activity 
being in the cytoplasm, and none in the starch granules or parenchyma cell 
wall material. 

For other tubers of the same plant, this equally distributed activity was 
found to increase in intensity, until a specific activity (dried material) of 
the order of 10 wC/g. was reached, beyond which value starch granules also 
tended to become active (stage II). At still higher specific activities starch 
granules became highly active, a process which gradually extended 
throughout the tuber, starting at the end opposite the stolon (stage III). 
Chromatograms showed that of the sugars present, sucrose carried the bulk 
of activity, with very little activity in the glucose spots. and still less in 
the fructose spot. 

B. Starch granules 


1. Untreated 


Active stolons (specific activity about 13 wC/g.) were found to carry 
inactive starch granules. In tubers of similar specific activity (stage IT) 


Fig. 1. Radioactive starch granules from a potato tuber. Specific activity of dried 
tuber tissue 60 uC/g., that of the starch 88 uC/g. 250X. 
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a great many starch granules were still inactive, and the remainder might 
show various levels of activity, from barely perceptible to more clearly 
visible, with sometimes a sprinkling of highly active granules. 

In very active tubers, practically ali granules were active, but they 
again showed various intensities (Fig. 1). There was no relation between 
degree of activity and size of the starch granule. 

Individual granules showed highest activity at the distal end (Figs. 2 
and 4). If the activity had been equally distributed throughout a granule, 


Fig. 3. 


Fig. 2. Labelled starch granule showing greater activity at distal end, focussed on 
a a @ 
margin. 1250X. 
Fig. 3. The same starch granule as in Fig. 2, but focussed on upper surface. 1250. 


one would expect a greater concentration of silver grains above the centre 


of the granule. In reality, the concentration is greater along the margin 
(Fig. 3). The combination of these facts provides a strong argument for 
growth by apposition, when we realise that layers are broader at the distal 
end and more crowded and thinner at the proximal end. A. Meyer has 
already attributed this to the unequal distribution of amyloplast material. 


In a number of cases some starch granules were found to be much more 
active than was expected from the study of granules from tubers of 
similar specific activity. Their activity often had a very irregular 
distribution, e. g., in the shape of cross bands (centre of Fig. 4). It is pos- 
sible that these strong localised activities were due to residues of amylo- 
plasts adhering to the starch granules. Detection of activity in granules 
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was much more difficult in tissue smears or in paraffin sections, the active 
cytoplasmic material masking the granules effectively. It was possible to 


Possible amyloplast residues of high activity attached to some granules. 
Other granules show the ordinary activity at their distal end. 250X. 


“clean” the granules by treating the smears with a solution of trypsin at 
40°C., but the protein, which precipitated after the unavoidable drying 
process. could not be washed out. 


2. Swollen and saliva-treated granules 
For the following experiments the same starch sample (see Fig. 1) was 
used throughout. The distal end of the swollen sac-shaped granule (heated 
in water) showed a markedly greater activity as compared to the proximal 
end, until the sac became too much extended. As a consequence, it was 
often possible to indicate the site of the distal end even in gelatinised starch 
granules. During swelling, much material (mainly the linear fraction) goes 
into solution, and therefore these preparations showed a high background. 
When starch granules were subjected to the action of saliva at 40°, 


corrosion took place as described earlier |1, 3]. The corroded residues 


gradually became inactive, the process starting at the proximal end 
(Fig. 5). Agglomerates of active material were often found near the in- 
active residues. When starch granules are heated in water at not too high 
a temperature, they may become partly gelatinised, the proximal end 
swelling first. When the same experiment is done in saliva, those swollen 
proximal ends will be degraded rapidly. leaving an unswollen residue with 
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the inner mass exposed. Wherever such residues were found, the inner 
mass showed no activity (Fig. 5). As was to be expected. the dissolved 
material gave a high background in such preparations, which is also shown 
in a potograph of the same granules, focussed at a higher level (Fig. 6). 
This comparison is necessary as the film bulges over the relatively big 
objects. 


Discussion 


All observations point to the conclusion that the growth of all starch 
granules, small and large, in potato tubers takes place by apposition. 
The newly formed layer is thickest at the distal end and there we find the 


<*. 


xf 


Fig. 5. Starch granules of potato after labelling and treatment with saliva near 

gelatinization temperature. Top left: activity disappears first at the proximal end; 

active material of the distal end partially dispersed. To the right a granule 

showing the inactive inner substance. Below: two residues which have become 
inactive. Focussed on margin. 1250 X. 


greatest activity. The inner mass of the granule, whenever exposed, shows 
no activity. When the outer layers are removed by applying amylase 
action, the thinnest parts at the proximal end lose their activity first, and 
at last all activity disappears. 

This result clearly is in contradiction with the existence. sometimes 
assumed, of an outer membrane with special properties. 

That some tubers have not become active after 8 days is a mystery that 
can only be solved by further studies of carbohydrate transport into the 
tubers under different conditions. In the meanwhile, the varying activity 
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displayed by tubers harvested from one plant, made it possible to follow 
different stages of carbohydrate influx and starch deposition simultaneously. 
From their comparison we can reconstruct the following picture. 

Sucrose travels down the stem and enters the tuber, spreading evenly 
throughout the parenchyma. Very likely amyloplasts, which contain the 
necessary enzyme systems, convert sucrose, by a process as yet unknown, 
to a starch-like substance, and this starts to crystallise out when a certain 
concentration has been reached. The fact that starch granules only very 


rig. 6. The same granules of Fig. 5 focussed on the upper surface. 1250 X. 


gradually become active, points to the possibility that starch is deposited 
in very thin lamellae, which gradually build up a layer. This process starts 
at the far end of the tuber, as in radishes [11], and proceeds more rapidly 
along the peripheral parts of the potato than in the central part. in the 
direction of the stolon. There is a possible relation to the discovery that 
phosphorylase is most active in the tips and buds of the tubers [8]. 

The indications are that starch deposition is a process which is mainly 
dependent upon the amount of sugar available, and that the latter bears 
no relation to the day-night alternation. As there does not appear to be 
a fluctuation in total phosphorylase activity during 24-hour periods [4}, 
factors controlling substrate transport and concentration have to be 
studied. In our experiments it is difficult to relate these factors to an 
inner rhythm of the plant. as proposed by Hess |Z]. because all tubers 
behaved in a different way. 

It is interesting to note that sometimes no starch deposition was found 
in the first swellings of the stolons, although according to Plaisted [13] 
these small tubers should have been in a period of rapid starch accumu- 
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lation. In contrast, large tubers of the same plant might show intensive 
starch deposition, although here the process should be slower and more 
constant than in the tiny ones. 

Evidently the influx of sugar may stop for a long time, and as a result 
the deposition of a layer can be a very slow process; in other cases it might 
proceed more rapidly. 


Summary 


Experiments have been presented which indicate that the layers of 
potato starch granules are built up by a gradual process of apposition. 
This process is dependent upon the supply of carbohydrates to the amylo- 
plasts. The stripping film technique has made it possible for the first time 
to make starch granule growth more directly visible. 
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Untersuchungen iiber die antagonistische Wirkung 
der Mono- und Disaccharide sowie der mehrwertigen Alko- 
hoie bei der Wirkung von Sauren auf das Pflanzenplasma 


Il. Mitteilung 


Von 


! Hugo Kaho, Hamburg 


Mit 6 Textabbildungen 


(Eingegangen am 21, Oktober 1955) 


Es ist eine bekannte Tatsache, daf{ Saiuren auch in schwachen Konzen- 
irationen fiir das Pflanzenplasma sehr giftig sind und es binnen kurzer Zeit 
abtéten. Die Aktivitat der Saiuren ist von ihrem Gehalt an freien H-lonen 
abhiangig, weil sie die elektrische Ladung der Plasmakolloide neutralisieren, 
Eiweifstoffe und Lipoide irreversibel koagulieren. Aus diesem Grunde sind 
fiir das Pflanzenplasma die stark dissoziierten Mineral- und organischen 
Sauren besonders giftig, wahrend die schwachen Sauren bei gleicher mole- 
kularer Konzentration, wegen der kleineren Anzahl der freien H-Ionen in 
der Lésung. weniger schadigend wirken. Bei gleichen H-lonenkonzentratio- 
nen wird das Pflanzenplasma von allen Sauren in einer annahernd gleichen 
Zeit abgetotet. 

Wird ein Disaccharid, z. B. Rohrzucker, in wiisseriger Saurelésung er- 
warmt, so wird es allmahlich hydrolytisch gespalten (Inversion), und nach 
einiger Zeit wird sich in der Lésung nur Glukose und Fruktose befinden. 
Die Geschwindigkeit der Hydrolyse hangt von der Konzentration der 
H-lonen ab, und man kann die Starke der Sauren nach den Geschwindig- 
keitskonstanten der Inversion beurteilen. 

Bei Zimmertemperatur geht in einer schwachen Saurelésung. z. B. pH 
4—5 die Inversion sehr langsam vor sich. 

Um eine Ubersicht zu bekommen, inwieweit die Disaccharide in den 
unten folgenden Versuchen invertiert werden, wurde eine Reihe von Ver- 
suchen mit der Inversion von Rohrzucker mit schwachen Konzentrationen 
verschiedener Sauren gemacht. 

Es mu vorausgeschickt werden, da® der kiufliche Zucker stets kleine Mengen 
reduzierender Zucker enthélt und mit Fehling einen leichten Niederschlag gibt. 
Sogar ein Rohrzucker-Praparat von Merck (Darmstadt). das etwa zwei Jahre im 
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Schrank gestanden hatte, gab mit Fehling einen deutlichen roten Niederschlag, 
was auf die Spuren von Invertzuckern hinweist. Es wurde deswegen mit frischen 
Zuckerpraparaten von Merck gearbeitet. 

Es wurden 3m’ 0,5 mol Saccharoselisung mit der gleichen Menge einer Siaure 
bei ca. 20° gemischt, auf 1—2 Stunden stehen gelassen und mit Fehling (a 2 cm?) 
die Kupferhydroxydreduktion durchgefiihrt. Da es sich bei diesen Versuchen nur 
um qualitative Schitzungen handelt,’ so werde ich auf eine ausfiihrlichere Be- 
schreibung verzichten und nur zusammenfassend sagen, daf durch die schwachen 
Konzentrationen der Séuren, z. B. H,SO, 0,001 n, Oxalsaure 0,0025n, Essig- und 
Weinsiaure 0,01 n, in den ersten 10 Stunden nach und nach schiatzungsweise ca. 20% 
des Disaccharids invertiert werden. 


Kocht man die Saccharose eine Zeit mit denselben Sauren, so erhilt man mit 
Fehling einen etwa fiinfmal gréferen Cu,O-Niederschlag. 


In den unten folgenden Versuchen werde ich annehmen, daf in den Ver- 
suchen mit schwachen Sdurelésungen und Disacchariden nach 10 Stunden 
sich ungefahr 20% Invertzucker gebildet haben. In den ersten Stunden ist 
die Menge des Invertzuckers allerdings geringer. 

Die Versuche wurden mit Flachenschnitten von Rotkohl, Rhoeo discolor 
und Stiicken der Bliitenblatter von Viola tricolor (schwarze Varietat) an- 
gestellt. Die Versuche mit Rotkohl und Rhoeo wurden in derselben Weise, 
wie in der I. Mitteilung dieser Arbeit bemerkt !, ausgefiihrt. (Naheres iiber 
diese Methode s. K aho 1923, 1933.) 

Fiir eine jede Versuchsreihe wurden bei Viola alle Schnitte von ein und 
derselben Bliite genommen. Die Bliitenblatter wurden in quadratische 
Stiicke (1—1,5 cm?) geschnitten, gut gewaschen und sehr sorgfaltig sortiert, 
so dai die etwas beschadigten oder auch die sonst nicht normal aussehenden 
Schnitte entfernt wurden. Bei der Untersuchung wurden die Schnitte ins 
Leitungswasser gelegt und, um die lebenden Zellen zu identifizieren, in 
einen angeglichenen Plasmolytikum plasmolysiert. Alle plasmolysefahigen, 
bei héheren Zuckerkonzentrationen deplasmolysefahigen, Zellen wurden als 
lebende betrachtet. 

Es muff gesagt werden, daf die antagonistische Wirkung (a. W.) der 
Zucker gegen Sauren gleichwie gegen Neutralsalze als Durchschnitt einer 
groRen Zahl von Versuchen betrachtet werden kann. Die Starke der Sauren 
wurde in den Vorversuchen so festgesetzt, da die Schnitte im Kontroll- 
versuch ungefahr innerhalb von 5—10 Stunden abstarben. Dann wurden die 
Versuche abgebrochen. In einigen Ausnahmefallen dauerten sie etwas lin- 
ger. Im allgemeinen sollten die Versuche nicht auf eine langere Zeit aus- 
gedehnt werden, weil in solchen Fallen noch andere schadigende Faktoren 
auftreten konnten und das ausschlieBliche Wirkungsbild der Saure be- 
schattet hatten. 

Um es unten bei den einzelnen Tabellen nicht zu wiederholen, sei hier 
gesagt, daf in der Regel in der reinen Saure, die die Schnitte enthielt (Kon- 
trollversuch), zuerst eine rétliche Abténung der Lésung zum Vorschein kam 
und dann erst spater in den Mischungen Saure-Zucker allmahlich auftrat. 
Der Austritt des Anthocyans aus den Zellen zeigt immer eine irreversible 


1 Kaho, H., diese Zeitschrift 45, 560. 
Protoplasma, Bd. XLVII/1—2 
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Koagulation der Plasmamembran. Die schwach rote Abténung der Fliissig- 
keit, in der sich die Schnitte befinden, weist darauf hin, daf einige Zellen 
schon abgestorben, nicht aber daf alle tot sind. Da die Individualitit der 
Zellen sehr gro ist, so werden im Verlauf des Versuches einige Zellen, in 
erster Linie an den Riandern der Schnitte, die beim Herstellen der Schniite 
etwas mehr als die anderen in Mitleidenschaft gezogen sind, bald absterben. 
Allerdings sind das nur vereinzelte Zellen. Wenn man in Betracht zieht, daB 
bei jedem Versuch 100—150 Schnitte verwendet wurden, so ist es verstind- 
lich, daf diese vereinzelten Zellen der Lésung bald einen rétlichen Schimmer 
geben, obwohl die Schnitte vor der Verwendung mit Leitungswasser mehrere 
Male gewaschen wurden. Alle iibrigen Zellen sind dabei intakt. Im weiteren 
Verlauf der Versuche nimmt die rétliche Farbung in den Probegliasern zu, 
am meisten beim Kontrollversuch, bei den Saure-Zucker-Gemischen dagegen 
weniger. Bei einigen Versuchen bleibt die Lésung mehrere Stunden farblos. 
Die Versuche wurden serienweise unter gleichen Versuchsbedingungen an- 
gestellt. In jeder Tabelle ist eine Serie dargestellt. Die Zucker bzw. Alkohole 
wurden den Saduren in Substantia zugesetzt. Die angegebenen Mengen in 
Mol beziehen sich auf die Konzentrationen in den Liésungen. 

Alle Chemikalien stammen von Merck, Darmstadt. Bei fliissigen Saiuren 
(HCI, CH,COOH u. a.) wurden die verwendeten Konzentrationen aus dezi- 
normalen Liésungen (Merck) durch Verdiinnung hergestellt. 


Mineralséuren 
Tabelle 1. 
Rhoeo discolor. HCl ca. 1/40n; pH 4,4. Temp. 19°. 





do + 1 Maltose 





ae : | HCl */409 % _ = 
Einwirkungszeit | (Kontrollv.) | 


der Lésungen | | pH 4,5 


} ‘i 
| Jede Zahl zeigt die Prozente der lebenden Zellen in 10 Schnitten 














| 
Stunde | | 100 


Stunden | | 97 


” 


1 
2 
<i 
6 
8 


12 | | , | 





Mittelwert (%)? | : | t | i | 


1 .do* bedeutet die verwendete Saure in derselben Starke wie beim Koniroll- 
versuch. 

2 Der Mittelwert zeigt die a. W. eines Zuckers schon deutlich an, wenn er 
mindestens um 10% hoéher als der des Kontrollversuches ist, alle Zeitabschnitte 
eingerechnet. 


Die Versuchsreihe mit Rhoeo discolor (Tab. 1) zeigt die a. W. der Maltose 
gegen Salzsiure. Im Kontrollversuch sind nach 12 Stunden iiber 80% der 
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Zellen tot, waihrend in Gegenwart schwacher Zugaben von Maltose (0,053 
bis 0,08 m) nur 60% abgestorben sind. 0,1 Maltose hat in dieser Versuchsserie 
keine a. W., 0,3 mol wirkt schon synergetisch: die Zellen sterben hier 
schneller als in der reinen Saéure ab. Im allgemeinen nimmt die a. W. in 
starkeren Zuckerlésungen zu, in einigen Ausnahmefiallen dagegen wirken 
hypertonische Zuckerlésungen in Verbindung mit den Siéuren in héherem 
Mafte schadigend als die Saure allein. Ein solcher Fall liegt hier vor. 


Tabelle 2. 


Viola tricolor. HCl ca. '/coon; pH in allen Liésungen 5,01. Temp. 20°. 





do + | do + | do + | do + 
er . | HOCl1#/g99% | Mannose | Saccharose Maltose Laktose 
Einwirkungszeit | (Kontrollv.) | = 
der Lésungen 





Alle Zucker 0,5 mol 





Jede Zahl zeigt die Prozente der lebenden Zellen in 10 Schnitten 
| 
30 Minuten | 100 | 100 | 100 





1 Stunde 87 100 
1 Stunde 30 Minuten | 62 100 
100 


2 Stunden 58 


3 50 





“Mittelwert (%) | | | | 


1 Wo nichts anderes gesagt ist, bezieht sich pH auf alle in einem Versuch 
verwendeten Lésungen. 


In der Tabelle 2 ist eine vergleichende a. W. der Mannose und dreier am 
meisten vorkommender Disaccharide dargestellt. Die Versuche zeigen, wie 
giftig auch eine sehr schwache Lésung von HCl (pH 5,0) fiir das Plasma der 
Bliitenblatter von Viola sein kann. Die Zellen sterben hier nach etwa 
20 Stunden ab. Die Zugabe von Zuckern wirkt gegen die Saéure deutlich 
antagonistisch, die Mannose allerdings schwacher als die Disaccharide. Von 
den letzteren hat die Saccharose eine schwachere a. W., also: Mannose <Q 


Saccharose < Maltose, Laktose (s. auch Abb. 1). 


Die Tabelle 3 zeigt eine deutliche a. W. der Laktose gegen die Schwefel- 
saiure. Dieses Disaccharid bindet ziemlich stark freie H-Ionen bzw. wird die 
Dissoziation zuriickgedrangt. Die reine Saure hat hier eine pH 4,4, dagegen 
im Gemisch mit 0,8 Maltose ist pH 4,8; die Konzentration der freien H-Ionen 
ist bedeutend geringer als im Kontrollversuch. Dieser Umstand hat ohne 
Zweifel einen Einflu& auf die koagulierende Wirkung der Saure auf das 
Plasma. Doch kann das nicht allein die einzige Ursache der a. W. des Zuckers 
sein. Die niedrigste Konzentration der Laktose (0,03 mol, pH 4,5) hat eine 


12* 
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groéRere a. W. als die héheren, die pH 4,7 haben, ausgenommen 0,8 mol 
Laktose. 
Tabelle 5. 
Rotkohl. H,SO, ca. '/450n; pH 4,4. Temp. 20°. 





eos fn 
Einwirkungszeit | _*/a50” 0,03m | 0,06m 0,im | 0,2m 0.4m 
der Lésungen |(Kontrv.)| pH 4,5 | pH4,6 | pH4,6 | pH4,7 | pH4,7 


| | do + Laktose 
| 





Jede Zahl zeigt die Prozente der lebenden Zellen in 10 Schnitten 





1 Stunde | | 100 | 100 | 
2 Stunden 9: 9 | 97 | 100 | 100 100 
| a 
80 | 
45 | 


62 


100 | 100 100 
| 


83 


u 


Mittelwert (%) | 5 ‘ | ae 


Es wurden auch Versuche mit vorbehandelten Schnitten an- 
gestellt. Die Schnitte wurden eine Zeit in reinen Zuckerlésungen gehalten, 
mit Filtrierpapier schnell getrocknet und dann in eine reine Saurelésung 





700 


SS 


“1 +05 tm Malhose 


% cer lebenten Ze/len 
g 











Abb. 1. 


iibergefiihrt. Solche vorbehandelten Schnitte weisen eine gréRere Resistenz 
gegen die Saure auf (s. Tab. 4). Um es in jeder der weiter folgenden Tabellen 
nicht stets zu wiederholen, sei hier darauf hingewiesen, daf die Zahlen in 
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allen Tabellen ein Durchschnittsprozent der lebenden Zellen aus 
je zehn Schnitten bedeuten. 

Die Vorbehandlung der Schnitie mit den hypotonischen Zuckerlésungen 
weist eine deutliche a. W. gegen die Schwefelsdure auf (Tab. 4). Die Vor- 


Tabelle 4. 
Viola tricolor. H,SO, ca. 1/s0n; pH 4,6. Temp. 19°. 





| | Vorbehandelt 30 Minuten mit 


. Z ‘ * 1 | 
Finwirkungszeit H,S8O, */s00 ” | Arabinose | Fruktose Maltose Raffinose 
der Lésungen (Kontrollv.) 











Stunde 
Stunden 


1 
2 
3 
+ 
5 





10 











Mittelwert (%) | | 


behandlung mit den beiden Monosen zeigt eine etwas kleinere Gegen- 
wirkung als im Falle der Maltose. Das Trisaccharid Raffinose hat merk- 
wiirdigerweise in dieser Versuchsreihe eine viel schwachere a. W., als man 
erwarten konnte. 

Tabelle 5. 


Rotkohl. H,PO, ca. 1/20n; pH 5,0. Temp. 19°. 





do + Saccharose 





Einwirkungszeit |H;PO,4/s07| ,. | =ao l 0.3m 
der Lésungen (Kontrollv.) : 





pH 5,3 





1 Stunde 
2 Stunden 

















i 
2 





Mittelwert (%) | ¢ | | | | 


Die Saccharose wirkt gegen die Orthophosphorsaure in niedrigen, hypo- 
tonischen Konzentrationen ziemlich deutlich antagonistisch, wahrend 0,3 mol 
keine a. W. aufweist. 0,4 mol Saccharose wirkt schon synergetisch. Hier 
sehen wir dasselbe Bild wie bei der Salzsaure (vgl. Tab. 1). 
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Ob bei den héheren Konzentrationen des Disaccharids, die hypertonisch 
sind, die Plasmolyse der Zellen auf die a. W. einen negativen EinfluB hat, 
ist ohne weiteres nicht klar. Dagegen spricht die Tatsache, daf in einigen 
Fallen die a. W. in hypertonischen Lésungen mit der Konzentration der 
Zucker fast parallel wachst. 


Einwertige organische Saéuren 
Tabelle 6. 
Rotkohl. Essigsaure ca. '/125n; pH 4,5. Temp. 20°. 





: do + Saccharose 
Essigsaure 
Pe 005m | Om | 03m 

| (Kontrvers.) |———— 
| pH 4,6 pH 4,7 





Einwirkungszeit 
der Lésungen 




















Mittelwert (%) | 40 |. 
Bei gleichen H-Ionenkonzentrationen ist Essigsiure fiir das Pflanzén- 
plasma ebenso giftig wie eine Mineralsaure. Das beweist, da® bei der 
Plasmakoagulation durch Saéuren nur die freien H-Ionen den Ausschlag 
geben und das Anion der Saure fast keine Bedeutung hat. In der vorliegen- 


Tabelle 7. 
Rotkohl. Essigsaure ca. '/eon; pH 4,2. Temp. 19°. 





do + Xylose | do + Gluk. | do + Sorbit 


Einwirkungszeit Saiguiare 9 0.5 D 0.5 
der Lésungen ao” | eaten Sea al ali 
(Kontrvers.) | pas a Vial 
| pH 4,3 














1 Stunde 100 | 100 
2 Stunden 
3 5 
4 an 

6 ” 


Mittelwert (%) 


den Versuchsserie (Tab. 6) hat die Saccharose eine kleinere a. W. gegen die 
Essigsaure, sie wird aber in starkeren Zuckerlésungen gréBer. 
Auch Xylose und Glukose sowie der sechswertige Alkohol Sorbit (Tab. 7) 


wirken gegen die Essigsiure antagonistisch. 
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In dieser Versuchsreihe finden wir keinen direkten Zusammenhang zwi- 
schen der Konzentration der Zucker und ihrer a. W. gegen die Saure. Xylose 


Tabelle 8. 


Rotkohl. Essigsaure ca. '/120n; pH 4,5. Temp. 19°. 





Vorbehandelt 15 Minuten mit 


Essigsaéure 
lion | | Sorbit Maltose 


(Rove) SS a ee 
| 0,03m | 0,05m | 0,07m 





Einwirkungszeit |"; 
der Lésungen 








100 100 100 
100 100 
93 90 
82 
67 











10 








Mittelwert (%)| 39 | 65 | as 4 | oe Ls 


0,2m und Sorbit 0,5 m haben hier die beste Gegenwirkung, wobei bei der 
ersteren die Konzentration schwach hypotonisch, bei dem letzteren ausge- 





700 


SS 


% der lebenden ZeHen 
8 





| 
J 


Abb. 2. 








sprochen hypertonisch ist. Xylose 0,5m und Glukose 0,2 m zeigen eine be- 
deutend kleinere a. W. 

Eine kurze Vorbehandlung der Schnitte mit den hypotonischen Lésungen 
von Glukose, Maltose und Sorbit lést eine ziemlich starke a. W. gegen Essig- 
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sdure aus (Tab. 8). Am besten wird sie durch Sorbit, ziemlich gut auch durch 
Glukose und Maltose ausgedriickt (s. Abb. 2). 


Tabelle 9. 
Rotkohl. Propionsiure ca. 1/100 n; pH 4,4. Temp. 20°. 





F do + Laktose 
Propions. _———. Seatl BeE DS 


1/99 2 005m | 01m | 03m | 05m 
| J 
| 
| 





Einwirkungszeit 
der Lésungen 





(Kontrv.) |—— ; 
pH 4,5 pH 4,6 





100 | 100 

100 100 

100 100 

97 98 

87 97 

15 ; | 80 95 
0 ‘ 58 87 





Mittelwert (%)| 59 | | gg 97 | 


Tabelle 9 zeigt die a. W. der Laktose und Xylose gegen Propionsiaure. 
Besonders deutlich zeigen die Versuche, da die Gegenwirkung des Di- 
saccharids mit der Erhéhung der Konzentration ganz regelmafig wiichst. 
Bemerkenswert in dieser Versuchsserie ist noch die Tatsache, da Xylose 
0.4m eine ebenso starke a. W. wie Laktose 5,5 m aufweist. 


Tabelle 10. 
Rotkohl. Propionsaure ca. 1/100 n; pH. 4,4. Temp. 20°. 





| 


do + Eryth.| do + Arabinose do + Sorbose 


im | 05m 


Einwirkungszeit 


9 | 0,5 m | | 
der Lésungen (Kontrollv.)|— pale site : 
pH 4,6 


| pH “° 


0,5 m 


pH ae 


pH 4,5 





100 
100 


Stunden 


2 
4 
5 
6 
a 


I 
| 
| 
| 
| 





9 
| 





Mittelwert (%) | 


In dieser Versuchsserie (Tab. 10) ist die a. W. einer Pentose, Hexose und 
des vierwertigen Alkohols Erythrit gegen Propionsdure dargestellt. Alle 
drei Verbindungen zeigen eine ziemlich gute und annahernd gleiche Gegen- 
wirkung gegen die Propionsaure. 

Tabelle 11 zeigt eine vergleichende a. W. von Hexose, Disaccharid und 
Calciumdhlorid. Die beiden Zucker weisen eine annahernd gleiche a. W. 
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gegen Propionsdure auf. Ca-Chlorid wirkt hier viel schwacher als die 
Zucker, die Schnitte sterben gleichzeitig mit den des Kontrollversuches ab, 
wiahrend sie in Gegenwart von Zuckern noch langere Zeit am Leben bleiben. 
Bemerkenswert ist das Verschwinden der freien H-Ionen in Gegenwart von 


Tabelle 11. 
Rotkohl. Propionséure ca. '/120n; pH 4,5. Temp. 20°. 





eee : | Propions. | do + do + | do + 
Einwirkungszeit | ~ , Fruktose | Saccharose | CaCl, 


120 7% 
aeneuencie * 


| | | 
3 Stunden | 100 | | 100 100 
| 
100 90 
80 


73 


der Lésungen 


0.9m | 0.6m | 09m | 0,05m 





Mittelwert (%) | 


38 

Zuckern aus der Saurelésung (im Kontrollversuch pH 4,5, bei Saccharose 
0.9m pH 4,9!), wodurch die Saiure bedeutend schwiacher und damit fiir das 
Plasma weniger schaidigend wird. Vielleicht einer der Griinde fiir die a. W. 
der Zucker! 

Tabelle 12. 


Rotkohl. Propionséure ca. '/120n; pH 4,5. Temp. 18°. 





; Die Schnitte vorbehandelt 12 Stunden mit 
Propionsaure 
1 ise Maltose 


| (Kontrollv.) |-————- rons 
,im | 


Einwirkungszeit 
der Lésungen = 
0,15 m 





4 Stunden 


Eine Vorbehandlung der Schnitte mit hypotonischen Maltoselésungen 
(0,05 m—0,2 m) gibt dem Plasma eine beachtliche Resistenz gegen Propion- 
saure (Tab. 12). Alle Maltoselésungen wirken hier ziemlich gleich. 

Butterséure gehért zu den schwachen Sauren, wie auch die ersten Glie- 
der der homologen Reihe Essig- und Propionsaure. Im Verhalten des Proto- 
plasmas gegen diese Sduren kommi es auf die freien H-Ionen an. In der 
vorliegenden Buttersaéurelésung (pH 4,6) sterben die Schnitte in 8 Stunden 
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ab (Tab. 13). Die Zugabe von Saccharose verlaingert das Leben der Zellen 
erheblich. Die a. W. des Disaccharids nimmt hier ganz regelma&ig mit dem 
Wachsen der Konzentration zu. 


Tabelle 13. 
Rotkohl. Buttersaure ca. '/10n; pH 4,6. Temp. 19°. 





| do + Saccharose 

|Buttersaéure|—__ 
"/ioo % 0,2 m | 0.4m | 
(Kontrollv.)| 
| pH 4,7 | 


Einwirkungszeit 


der Lésungen 0.6m | 








100 
100 | 100 
100 | 100 
| 100 
85 | 100 
82 87 
93 
82 
42 


I D> oO 


_ 
7 Oo @ 





89 94 


Die Dauer der Vorbehandlung der Schnitte mit den Zuckerlésungen 
beeinflu&t in einigen Fallen die spatere a. W. Die vorliegende Versuchsreihe 
(Tab. 14) zeigt, da& wenn die Schnitte 12 Stunden in Laktoselésungen 


Tabelle 14. 


Rotkohl. Buttersiéure ca. '/10n; pH 4,6. Temp. 20°. 
Die Schnitte wurden mit Laktose 12 Stunden, 1 Stunde und 15 Minuten vorbehandelt. 





| Die Schnitte in Laktoselésungen gehalten 
Suites. | aie cide 

1199 7 12 Stunden 1 Stunde | 15 Minuten 
(Kontrv.) 


Einwirkungszeit 
der Lésungen 





0,05 m 0,1 m 0,05 m 0,im 





4 Stunden 100 | 100 
82 100 
42 92 é 95 

9 | | ‘ 45 
0 | 40 


47 76 








I co” as | 0 





Mittelwert (%) | 49 


| 
| 
| 
| 








gelegen hatten, sie dann spater gegen Buttersdure keine erhdhte Resistenz 
haben. Nach einer kiirzeren Vorbehandlung (1 Sid. bis 15 Min.) dagegen 
werden die Zellen gegen die Saure ziemlich widerstandsfahig. Die verwen- 
deten Laktoselésungen sind hypotonisch und haben in allen drei Fallen die 
gleichen Konzentrationen. 
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Aus der homologen Reihe der einwertigen Saéuren wurden zuletzt noch 
bei den Versuchen Valerian- und Iso-Valeriansiure verwendet. 


Tabelle 15. 
Rotkohl. Valeriansaure ca. '/1s0n; pH 4,8. Temp. 18°. 





Valerian- | do + Saccharose 


Einwirkungszeit | page 02m | 0, rom 0.4m | 0,6 m 
der Lésungen | 14/199 ” : 
| (Kontrv.) pH 5,0 











1 Stunde 100 100 
2 Stunden 97 100 
100 

100 

98 100 

97 100 

98 100 

98 100 

82 83 








Mittelwert (%)| 45 | st | 92 | | | 97 | 9 


Gegen die Valeriansaure, die fiir das Plasma ebenso giftig wie die bereits 
untersuchten einwertigen Sauren ist, wirken Glukose und Saccharose be- 
achtenswert antagonistisch (Tab. 15). Es scheint mir, da mit der VergréRe- 


Tabelle 16. 
Rotkohl. Iso-Valeriansiure ca. '/12:n; pH 4,6. Temp. 19°. 





Ney. ; | Iso-Vale- | do + do + do + 
Einwirkungszeit | riansaure | Laktose Maltose Saccharose 
der Lésungen 195% | | 
(Kontrv.)| 0,05 m 0,5m | 0,05m 0,5 m 0,05 m 0,5 m 








100 100 100 | 100 
100 100 100 
— 100 100 
ao 100 100 100 
7 | 100 100 100 
Cer] 98 97 95 
ane | 98 95 95 
, ae | 95 18 97 


2 
3 Pa 
+ 


Stunden | 100 100 100 100 
| 
| 
| 














Mittelwert (%)| 36 | ¢ 99 9 | 8 | 7% 


rung des Kohlenstoffkomplexes bei den organischen Sauren das Eindringen 
in die Zellen durch die Zucker immer mehr und mehr erschwert und dadurch 
die a. W. der Mono- und Disaccharide gréRer wird. 

In der Tabelle 16 ist die a. W. der drei Disaccharide gegen die Iso- 
Valeriansaure dargestellt. Jedes Disaccharid hat zwei Konzentrationen: eine 
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sehr niedrige und eine zehnmal héhere. Die Zucker haben gegen die Saure 
eine bedeutende a. W., die bei den héheren Konzentrationen verhiltnis- 


Tab. 17. Zrweimertige organische Sauren. 


Viola tricolor. Oxalsaure ca. '/50n; pH 4,6. Temp. 21° 








| do + Arabin.'do + Glukose|do + Maltose| do + Raff. 


Oxalsaure 





Einwirkungszeit ; 
2 500 ” | 0,5 m | 0,3 m 
der Lésungen | (Kontrollv.) | 
pH 4,6 








30 Minuten 
1 Stunde 
1,5 Stunden 


” 


‘or 


10 Of he WwW bO bly 


or 





Mittelwert (%) 





% der lebenden Zthen 











Abb. 3. 


mafRig groRer ist. In der vorliegenden Versuchsserie haben die Laktose und 
die Maltose eine ungefahr gleiche a. W., die Saccharose aber eine etwas 
schwiichere (s. auch die Abb. 3). 
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Die Oxalsiure ist im allgemeinen fiir das Pflanzenplasma giftiger als 
die untersuchien einwertigen organischen Saduren. Eine a. W. der Zucker 


Tabelle 18. 
Rotkohl. Malonsaure ca. 1/20n; pH 4,6. Temp. 20°. 





Einwirkungszeit | Malons. | do + Maltose do + Laktose 


i Naat — | 
der Lésungen | =e 
& | (Kontrv.) | 0,3m 0,5 m 





| 
Stunden | 


” 


2 
+ 
6 
8 


10 


1 
22 


” 





Mittelwert (%) | 


zeigt sich nur bei geeigneten Saure- und Zuckerkonzentrationen (Tab. 17): 
Obwohl hier eine schwache Konzentration der Oxalsaure verwendet wurde 
(pH 4,6), starben die Schnitte in der reinen Saéure schon in 4 Stunden ab. In 


100 





% der lebenden LeHen 








! 
5 Sttn. 6 





Abb. 4. 


Gegenwart von Pentose, Hexose, Di- und Trisaccharid leben die Schnitte 
bedeutend linger. Die a. W. dieser Zucker nimmt nach der folgenden Reihen- 


folge zu: Arabinose < Glukose, Raffinose < Maltose. 
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Das in der Reihe der zweibasischen Saéuren folgende Homolog ist die 
Malonsaure. Sie ist eine schwache Saure: bei der Dissoziation wird zuerst 
nur ein H-Ion abgesondert, so da das Dissoziationsgleichgewicht von glei- 
cher Art wie bei Essigsiure ist (Walker 1921). Dessenungeachtet ist die 


Tabelle 19. 
Rotkohl. Bernsteinséure ca. 1/30n; pH 4,0. Temp. 20°. 





Bernstein-| 
Einwirkungszeit | saure a5 
o | 
der Lésungen 





2 
4 
5 
6 
7 
9 | 2 22 | 


Mittelwert (% | f | : | 


Malonsiaure fiir das Pflanzenplasma nicht weniger als die Oxalsaure giftig. 
In der vorliegenden Versuchsserie (Tab. 18) hat die Maltose gegen die Saure 
eine beachtliche a. W., die mit der Erhéhung der Konzentration des Di- 
saccharids zunimmt. Die Laktose hat eine schwachere Gegenwirkung nur in 
hoher Konzeniration. — Bemerkenswert in dieser Serie ist noch das starke 


Tabelle 20. 
Rotkohl. Adipinséure ca. '/115n; pH 4,4. Temp. 20°. 





| Adipin- | do + Saccharose 
Einwirkungszeit sine 0,03m | 0,06m res 
der Lésungen luis” 


(Kontrv.) | pH 4,5 pH 4,6 pH 4,7 


02m | 04m_ 











Stunden | 100 | | 100 
| | 95 

87 

75 
47 


3 
5 
6 
7 
8 








81 


| 
| 


| 
| 
Mittelwert (%) | 


Verschwinden der freien H-Ionen in Gegenwart von Zuckern 0,5 und 0,7 mol, 
die pH 5,0 bzw. 5,1 gegen die pH 4,6 im Kontrollversuch haben. Daf da- 
durch die Saéure schwacher und weniger giftig fiir das Plasma wird, ist 
selbstverstandlich. Dagegen Laktose 0,5m (pH 5,0) hat gegen Malonsaure 
iiberhaupt keine a. W. Daraus kann man schlieRen, daf die Verminderung 
der freien H-Ionen in der Lésung nicht der einzige Grund fiir die a. W. ist. 
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Die Laktose hat in dieser Versuchsreihe (Tab. 19) eine schwache a. W., 


die nur bei der niedrigen Konzentration des Disaccharids (0,05 m) deutlich 


Tabelle 21. 
Viola tricolor. Apfelsiure ca. '/20n; pH 4,6. Temp. 19°. 





Apfelsaiure | do Ae | do ap 
Tf Erythrit Mannit 
(Kontrollv.) | : 


Einwirkungszeit 
der Lésungen 





0,3 m | 0,5 m 





30 Minuten | 100 100 100 
1 Stunde 100 100 
2 Stunden | 100 100 

| | | 100 
98 
90 





or 





me OO 1 Ot eh Wb 
or 


— 





Mittelwert (%) | 72 84 


auftritt. Die starkeren Lésungen haben keine a. W. Die 0,5 m Laktose zeigt 
sogar eine ziemlich deutliche synergetische Wirkung. 


100 





% der lebenden Zellen 








N l 
4 6 Stn. G5 


Abb. 5. 





Die Saccharose zeigt gegen die Adipinséiure a. W. nur bei niedrigen, 
hypotonischen Konzentrationen des Zuckers (Tab. 20). Die Gegenwirkung 
des Disaccharids nimmt von 0,03 bis 0,2 mol regelmaRig zu, um dann von 
0,4 bis 0,8 mol in die synergetische Wirkung umzuschlagen. 
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Es ist merkwiirdig, da& Apfelsiure schon in sehr schwacher Konzen- 
tration fiir das Pflanzenplasma giftig ist, ungeachtet dessen, da sie zu den 
verbreiteten Pflanzensauren geh6rt. In einem reifen ERapfel ist diese Oxy- 
sdure von ungefiahr 1/25 n (pH ca. 3,0). Eine fast zehnmal schwichere Lisung 


Tabelle 22. 


Rotkohl. Weinsaure ca. '/128n; pH 4.8. 
Weinsaure ca. '/1725n; pH 4,4. Temp. 18°. 





Einwir- | Wein- do + Saccharose Wein. | do + Maltose ido +CaCl, 
kungszeit | saure i saure 
der | "ea," |_ l i 1/195 7 ee cael 
Lésungen |(Kontrv.), 5, (Kontrv.) pH 4,5 | pH 4,6 | pH 4,4 
| | | 


| 0,1m | 0,3m 0,05 m 


=| = 





| | | 
| | 
1 Stunde | 100 100 | 100 100 
2 Stunden) 95 100 100 i f | 100 
82 90 | BE ; 5 | | 98 
| 62 
| 59 


50 


Mittw.(%)| -_ |= 4-4 | "on aes | a: ee | 





totet die Zellen der Bliitenblatter von Viola in 9 Stunden ab (Tab. 21). 
Wahrscheinlich wird die schadigende Wirkung dieser Saure im Obst in 
Gegenwart von Zuckern abgeschwacht. Wie man aus den Versuchen der 
Tabelle 21 sieht, erweist sich schon der vierwertige Alkohol Erythrit gegen 


Tabelle 23. 


Rotkohl. Citronensaure ca. 1/4n; pH 3.7. Temp. 19°. 





| Citronen- | 
Einwirkungszeit| saure | 0 Sin 
der Lésungen | */49” " 


(Kontrv.) | pH 3,9 


l 
do + Maltose 











1 Stunde $00) | ee =| | 100 
1,5 Stunden | 62 | 85 | ea 
‘ |  }) oe 42 

dg | 

43 28 

$5. | 20 








Mittelwert (%) | 62 Bi 
Apfelsaure als antagonistisch wirksam. Beim Mannit ist diese Wirkung noch 
ausgepragter (s. Abb. 5). 


Aus der Tabelle 22 sehen wir, da Weinsaure genau so giftig fiir das 
Pflanzenplasma wie Apfelsiure ist (eine siife Traube hat pH ca. 3,0). 
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Disaccharide wirken gegen diese Saéure nur in schwachen Lésungen ant- 
agonistisch, in staérkeren wirken sie synergetisch. Zum Vergleich ist es inter- 
essant zu bemerken, da die 0,1 m Maltose etwa dieselbe a. W. gegen Wein- 
sdure wie das 0,05 m Ca-Chlorid hat. 

Die Citronenséure gehért auch zu den giftigen Pflanzensiuren. Maltose 
und Laktose wirken in starkeren Lésungen ziemlich mafRig antagonistisch. 


Tabelle 24. 


Rotkohl. Zitronensaft 1 :150 H,O; pH 4,6. 
Viola tricolor. Zitronensaft 1:200 H,O. 





| Oineiean | do + Maltose Zitronen- |do +Mannit 
Einwirkungszeit| —_saft ae wi saft [6 ka 
der Lésungen | 1: 150 H,O : 1: 200 H,O| : 








|(Kontrollv.)| ‘ | (Kontrollv.) pH 4,7 as 
| i 





| | | 

1 Stunde | 100 | 100 §=— |= 100 

2 Stunden | 100 Aa 
97 78 92 
95 62 85 
90 40 77 

2 | 72 





| 


Mittelwert (%)| 60 | 95 | 99 ee : 








Fruktose und Arabinose erwiesen sich in dieser Versuchsserie als unwirksam 
(Tab. 23). 

Ich habe auch Versuche mit dem gepreften Saft einer gekauften Zitrone 
angestellt. Der ausgepreRte Zellsaft (pH 1,5!) tétete die Rotkohlzellen inner- 
halb weniger Minuten ab. Alle Zellen wurden stark rot. Man konnte das 
Eindringen der Saure von Zelle zu Zelle gut beobachten. Es wurden zunachst 
Versuche mit durch dest. H,O zehnmal verdiinntem Zitronensaft (pH 3,0) 
gemacht. In ungefahr 30 Minuten waren alle Zellen tot. Nach mehreren Vor- 
versuchen wurden dann zwei Versuchsreihen mit verdiinntem Zitronensaft 
angestellt: 1. Mit Rotkohlschnitten und Zitronensaft 1: 150 H,O, 2. mit 
Viola-Schnitten und Zitronensaft 1: 200 H,O. 

Die Ergebnisse der Versuche mit Zitronensaft sind interessant. Rotkohl- 
schnitte, die verhaltnismaBig resistent gegen Chemikalien sind, sterben im 
Zitronensaft 1: 150 H,O nach 14 Stunden ab (Tab. 24). In Gegenwart von 
Maltose sind sie nach 24 Stunden fast alle noch am Leben. Bemerkenswert 
ist die Tatsache, daf der Zellsaft einer Pflanze auf die Zellen einer anderen, 
sonst widerstandsfahigen Pflanze in so grofer Verdiinnung noch tédlich 
wirkt. Die Bliitenblatter von Viola sind nicht so resistent, und es ist ver- 
standlich, daB sie etwas friiher und in einer noch schwacheren Zitronensaft- 
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lésung absierben. Das Mannit, dessen a. W. etwa der einen Hexose gleich- 
kommt, wirkt gegen den Zitronensaft ziemlich intensiv antagonistisch. Es 
sei noch hinzugefiigt, da die a. W. der Zucker beim Zitronensaft mehr zum 
Vorschein kommt als bei der reinen Citronensaure. 


Tabelle 25. 


Rotkohl. Monochloressigsiure ca. '/225n; pH 4.6. 
Trichloressigsiaure ca. '/20n; pH 4,4. Temp. 20°. 





do + Xylose Tri- 
———$—$<$___.  _—______ || chlor- 
jessigsau- | 0.2m | 0,3m | 0,5m_ |essigsiu- 
1 = 1 
re 4/19,” Te /o99 0 


|(Kontr.) pH 4,7 pH 4,8 (Kontr.) 


do + Laktose 

















1 Stunde a 100 
2 Stunden} 100 | | 100 
3 | 
| 


| 
| 
| 


| 
_»/=-|-/]-|]-|-] |: 
Beet | = 








Mittw.(% | 


78 | 





Bei gleicher molekularer Konzentration sind Mono- und Trichloressig- 
sdure fiir das Pflanzenplasma viel giftiger als gewéhnliche Essigsaure. 
In der vorliegenden Versuchsreihe (Tab. 25) wirkt die Xylose gegen die 


Tabelle 26. 
Rotkohl. Benzoesiure ca. '/500n; pH 4,7. Temp. 18°. 
| Benzoe- do + Xylose ido “ Mann.| do + Malt. | do + Raff. 
Einwirkungszeit saure acu | | Ofm | Otm | Om 
der Lésungen 1legg iene | , 


(Kontrv.) pH 4,8 | pH 5,0 

















1 Stunde 100 100 
2 Stunden | | 100 
3 | 100 
4 | | | | 100 
5 | | 400 
6 80 
7 50 
8 | 





“Mittelwert (07, | 83 | 


Monodchloressigsiure schwach antagonistisch. Die beste Gegenwirkung liegt 
in mittleren Konzentrationen, ungefahr bei der plasmolytischen Grenz- 
konzentration. Sehr ahnlich ist die a. W. der Laktose gegen die Trichlor- 
essigsdure. Stairkere Liésungen des Disaccharids wirken synergetisch. 
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Die Giftigkeit der Benzoesaure in bezug auf das Pflanzenplasma kann 
man mit der der stirksten Mineralséuren, wie Salz- und Schwefelsaure, ver- 
gleichen. Wie die Tabelle 26 zeigt, wirken alle Zucker gegen die Saure 
wesentlich starker antagonistisch. Wahrend in reiner Saure alle nach 5 Stun- 


Tabelle 27. 
Rotkohl. Salicylsiure ca. '/4on; pH 4,8. Temp. 19° 





|Salicyledure| do + do + j do + do + do + 
1/00 n | Erythrit | Mannit | Sorbit | Sorbose | Saccharose 


| (Kontrv.) 8 voi Alle Zucker 0,1 mol 


Einwirkungszeit | 
der Lésungen 





Stunde 100 


Stunden 


100 
97 
97 

83 

8 | 40 


| 
| 


or WwW wh we = 
or 





Mittelwert (%) | 90 


den stark beschadigten Zellen abzusterben beginnen, sind in Gegenwart 
einer schwachen Konzentration von Xylose, Mannose, Maliose und Raffinose 
von sechs Fallen bei fiinf die Schnitte 100prozentig intakt und in einem 
Falle 90% am Leben. 

Tabelle 28. 


Rotkohl. Glutaminsaure ca. '/on; pH 4,4. Temp. 19°. 





| Glutamin- | do + do + 
Einwirkungszeit | saure Sorbit ; Maltose 
der Lésungen 1/69 % 


(Kontrollv.)| 0,1 m 





0,1 m 





Stunden 


2 
3 
4 
6 
8 
1 
2 


3) 
14 











Mittelwert (%) | 


Es scheint uns, da& der Benzolring das Eindringen dieser Saure in 
Gegenwart von Zuckern erschwert. 

Salicylsdure ist ein etwas starkeres Plasmagift als Benzoesdure. In einer 
Saurelésung von pH 4,8 starben schon alle Rotkohlzellen in 4 Stunden ab. 


13* 
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In dieser Versuchsreihe wirken die drei mehrwertigen Alkohole gegen 
die Salicylsiure ziemlich stark antagonistisch (Tab. 27), das vierwertige 
Erythrit etwas schwacher als die beiden sechswertigen Alkohole. Es ist auch 
bemerkenswert, daB die a. W. der Saccharose schwicher als die der Sorbose 
ist. Aller Wahrscheinlichkeit nach wird auch in diesen Versuchen das Ein- 
dringen der Saure in die Zellen in Gegenwart von Zuckern durch den Benzol- 
ring erschwert. 


Zuletzt wurden einige Versuche mit Glutaminsdure angestellt. Diese 
a-Aminosdure ist in der Pflanzenwelt verbreitet und kommt haufig in 
Sameneiweiff vor. Sie ist fiir das Pflanzenplasma wenig giftig, vermutlich 
wegen ihres amphoteren Charakters. Wahrend in den meisten an- und 
organischen Sauren bei pH 4,4 alle Zellen nach ca. 5—7 Stunden abstarben, 
sind in der Glutaminsaure bei derselben H-lonenkonzentration nach Ablauf 
dieser Zeit noch ca. 75% der Zellen intakt (Tab. 28). Wenn wir von der 
schwachen und nicht ganz stabilen a. W. der Sorbose (0,1 m) absehen, so ist 
in allen anderen Fallen die a. W. im Bereich des Versuchsfehlers. 


Schlu8bemerkungen 


Aus allen oben dargesiellten Versuchen laRt sich die Schluffolgerung 
ziehen, daB die Mono- und Disaccharide, das Trisaccharid Raffinose sowie 
die mehrwertigen Alkohole gegen Séuren mehr oder weniger antagonistisch 
wirken. Was die einzelnen Zuckergruppen betrifft, so scheint es, daf in 
einigen Fallen die Disaccharide eine etwas starkere a. W. als Monosaccharide 


gegen die Saduren aufweisen. Da aber bei der langsam fortschreitenden 
Inversion in den Saure-Disaccharid-Gemischen die abgespaltenen Mono- 
saccharide nicht ohne Einflu& auf das Endresultat sind und ferner, im 
ganzen gesehen, grofe Schwankungen in den Zuckerwirkungen auftreten, 
so ist es ohne weiteres nicht méglich, in einem jeden neuen Versuch die 
Uberlegenheit der a. W. eines Disaccharids der eines Monosaccharids voraus- 
sagen zu kénnen. 


Die Tatsache der a. W. der Zucker gegen Sauren ist durch einen einfachen 
Versuch festzustellen. Legt man einen Rotkohlschnitt unter dem Mikroskop in eine 
Sadure (am besten 0,15—0,2n Essigsaéure), so kann man durch den Farbenumschlag 
beobachten, wie die Saéure zuerst in die Randzellen eindringt. Es bildet sich ein 
roter Saum, der ziemlich schnell an Breite zunimmt, bis zuletzt die ganze Flache 
des Schnittes rot wird. Man sieht deutlich, wie die Saure in die Zellen eindringt. 
Die roten Zellen sterben auch gleich ab. Ihr Inhalt wird véllig zerstért. Ein ganz 
anderes Bild zeigt sich uns, wenn der Séure mit einer Messerspitze etwas Rohr- 
zucker zugefiigt worden ist. Der rote Saum hebt sich nicht so scharf von der an- 
deren Schnittflache ab und nimmt viel langsamer zu. Ersetzt man die Saure mit 
einem ausgeglichenen Plasmolytikum ({—1-5 mol), so sieht man, daf der gréRte 
Teil des Schnittes gut plasmolysiert, wahrend im Schnitt ohne Zucker nur Zell- 
wande iibrig geblieben sind. Um besser vergleichen zu kénnen, fiihrt man diesen 
Versuch gleichzeitig auf zwei oder auf ein und demselben Objektirager durch. 
Diese Beobachtung zeigt, da Zucker das Eindringen der Saure in die Zellen bis 
zu einem gewissen Grade verhindert. 
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Ein analoges Verhalten der Zellen zeigt sich auch in den Gemischen von 
Neutralsalzen und Zuckern. 


Der Grund der a. W. der Zucker und mehrwertigen Alkohole ist in bei- 
den Fallen derselbe, und zwar, daB sie 


1. die Permeabilitét der Zellen fiir Sauren bzw. Neutralsalze herab- 
setzen. Es permeiert weniger Saure in die Zellen, und dadurch wird die 
schadigende Wirkung vermindert. 

2. Die Zucker und mehrwertigen Alkohole bewirken eine Verfestigung 
der Oberflaichenschicht des Protoplasmas, wodurch die Permeabilitat fiir 
Sauren herabgesetzt wird. 

3. Es besteht ein Zusammenhang zwischen der Zahl der OH-Gruppen 
und der a. W. der Zucker und Alkohole in dem Sinne, da mit der Vergré- 
Rerung der Zahl der OH-Gruppen in den antagonistisch wirkenden Stoffen 
auch die a. W. gegen Sauren gréRer wird. So hat z. B. sechswertiger Alkohol 
Mannit eine gréRere Gegenwirkung als vierwertiger Erythrit (vgl. Tab. 21). 

Ein schlagender Beweis dafiir, da die Zucker die Oberflachenschicht 
des Plasmas vermutlich durch die Dehydratation der Plasmalipoide auf der 
Oberflache des Plasmas verdichten und infolgedessen die Permeabilitat fiir 
Sauren herabsetzen, wird durch die Vorbehandlung der Schnitte mit Zucker- 
lésung erbracht. 

’ Es ist méglich, dies auch makroskopisch zu demonsirieren. 


Feingeschnittene und gut gewaschene Stiicke von Rotkohlblatt werden in zwei 
Portionen geteilt: die eine wird auf 30 Minuten in 10%ige Rohrzuckerlésung ge- 
legt, die andere feucht gehalten. Die erste Portion wird dann auf 15 Minuten 
in Wasser iibergefiihrt 2 (Deplasmolyse), und nachdem werden die beiden Portionen 
in '/2n Essigsdure gelegt. Man kann bei diesem Versuch Probierglaser benutzen. 
Nach einiger Zeit sehen wir, da die Saéure der Kontrollportion sich rot farbt (ein- 
mal leicht schiitteln), wahrend die der vorbehandelten Schnitte nur einen leichten 
roten Schimmer hat. 

Man kann noch eine dritte Portion, die 10% Zucker in der Sdure enthalt, mit 
anstellen. Sie bleibt ziemlich lange farblos. Die Plasmolyse in 10%iger Zucker- 
lésung und Deplasmolyse in Wasser sind fiir die Kohlblattzellen bei dieser Vor- 
behandlung ziemlich schwer schidigende Momente. Trotzdem bleiben sie aber langer 
als die der Kontrollportion am Leben. 

Durch Ubertragen der Schnitte aus der Zuckerlésung in Wasser werden auch 
die Spuren des Zuckers ausgewaschen. Das viel langsamere Eindringen der Séure 
nach der Behandlung ist allein auf die Verfestigung der Plasmaoberflache zuriick- 
zufiihren. Vollkommen zuriickgehalten wird die Saure durch den Zucker aber nicht. 


Ich habe aus den Versuchen den Eindruck gewonnen, daf organische 
Sauren, die einen gréReren Kohlenstoffkomplex haben (eine langere Kohlen- 
stoffkette, Benzolring etc.), bei geeigneten Versuchsbedingungen durch 
Antagonistika etwas mehr am Eindringen zuriickgehalten werden als die- 
jenigen, die eine kiirzere Kohlenstoffkette besitzen. 

Wie die Essigsaure (1/150n) in Gegenwart von Laktose in die Zellen der 
Bliitenblatter von Viola eindringt, zeigt die Tabelle 29. Die Zahlen in dieser 


2 Als plasmolysierte Schnitte wiirden sie die Saéure einsaugen. 
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Tabelle geben den Prozentsatz der Zellen in zehn Schnitten an, in welche 
die Sadure bereits eingedrungen ist. 


Tabelle 29, 
Viola tricolor. Essigsiure ca. '/1530n; pH 4,6 Temp. 19°. 





Essigsaure ‘do + Laktose 
"liso 
| (Kontrollvers.) | 

° 





| % 





| 

30 Minuten | 20 | 

Bors, 35 | | | 

a 60 | | | 

99 | 78 | 

9 90 | 

ae | 100 | | 32 | 

Freie H-lonen der Saure sind sehr aktiv und dringen, wenn auch langsam, durch 

die verfestigte Zelloberflaiche doch allmahlich ein (s. Abb. 6). Die Zellen besitzen 
eine ziemlich verschiedene Widerstandsfihigkeit gegen eine schwache Siure. 

In einige Zellen dringt sie friiher, in andere viel spater ein. Die Kurve des 
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Kontrollversuches zeigt, da® Essigsaure in gleichen Zeiteinheiten in die etwa gleiche 
Zahl von Zellen eindringt. In Gegenwart von Laktose geht die Intensitit des Ein- 
dringens stark zuriick: bei 0.5m Laktose starker als bei 0,1m. Mit der Zeit iiber- 
winden die H-lonen mehr und mehr den Widerstand der Plasmamembran und 
dringen in eine gréfere Zahl von Zellen ein, die dadurch stark geschadigt werden. 
Die Laktosekurven biegen sich infolgedessen nach oben. Bei einer Fortsetzung des 
Versuches wiirden sie der Kontrollkurve immer naéher kommen. 
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In Zucker-Saéure-Gemischen tritt ein physikalisch-chemischer Proze 
regelmafig in Erscheinung, der noch einer besonderen Erwahnung bedarf. 

In Gegenwart von Zuckern nimmt die Zahl der freien H-Ionen stets ab. 
Ob es sich hier um eine Zuriickdrangung der Dissoziation der Sauren oder 
eine Bildung einer Verbindung handelt, la&t sich auf Grund dieser Ergeb- 
nisse nicht sagen. Jedenfalls ist der pH-Wert in Gemischen fast immer 
etwas gréfer als in Saure allein. So z. B. hat die Orthophosphorsaure 
0,004 n pH 5,0 (39%). In den Mischungen mit Saccharose: mit 0,1 mol pH 5,2 
(6%); 0,2mol pH 5,2 (12%); 0,3 mol pH 5,3 (47%). In Klammern ist das 
Mittelprozent der in 24 Stunden abgestorbenen Rotkohlzellen angegeben. 
Wir sehen daraus, daf mit der VergréRerung der zugesetzten Zuckermenge 
die Zahl der freien H-Ionen sich mehr und mehr verringert. 

Da gerade die H-Ionen das Plasma angreifen und zur Koagulation brin- 
gen, so kénnte man daraus schliefen, daft hierin einer der Hauptgriinde der 
a. W. des Zuckers besteht. Dieses trifft aber nicht ganzlich zu. Wie die Zahlen 
in den Klammern zeigen, ist die Grenzkonzentration der a. W. des Zuckers 
im vorliegenden Versuch 0,2 mol. Uber diese Konzentration hinaus wirkt das 
Disaccharid schon synergetisch. Die plasmolytische Grenzkonzentration der 
Rotkohlzellen liegt bei ca. 0,2—0,3 mol Saccharose. Der schadigende Einflu& 
einer langer dauernden Plasmolyse ist gut bekannt. Vielleicht ist die syn- 
ergetische Wirkung des Zuckers doch in der Plasmolyse zu suchen. Es kom- 
men aber Fille vor, in denen 0,5 mol und noch héhere Konzentrationen der 
Zucker gegen die Sauren deutlich antagonistisch wirken. ' 


Kurze Zusammenfassung 


1. Es wurde die antagonistische Wirkung einiger Zucker und mehrwer- 
tiger Alkohole gegen Mineral- und organische Sauren beim Pflanzenplasma 
untersucht. 

2. Als Versuchsobjekte dienten Blattflachenschnitte von Rotkohl und 
Rhoeo discolor sowie Schnitte der Bliitenblatter von Viola tricolor. 

3. Als Saiuren wurden verwendet: Salz-, Schwefel- und Orthophosphor- 
siure. Von einwertigen organischen Sauren kamen zu Verwendung: Essig-, 
Propion-, Butter-, Valerian- und Iso-Valeriansdure; von zweiwertigen Sau- 
ren: Oxal-, Malon-, Bernstein- und Adipinséure sowie die Oxysauren: 
Apfel-, Wein- und die dreiwertige Citronensadure; aus aromatischen Sauren: 
Benzoe- und Salicylsaure, aus Aminosaéuren Glutaminsaure, mit einer durch- 
schnittlichen pH von ca. 4,5—4,6. 

4, Als antagonistisch wirkende Stoffe wurden verwendet: Xylose, Ara- 
binose, Glukose, Fruktose, Mannose, Sorbose, Saccharose, Maltose, Laktose, 
Raffinose, Erythrit, Mannit und Sorbit mit einer Konzentration von 0,03 
bis 0,8 mol. 

5. Alle obengenannten Stoffe wirken bei geeigneten Versuchsbedingun- 
gen bis zu einem gewissen Grade der plasmaschaédigenden Wirkung der 
schwachen Siaurewirkung entgegen. Sie setzen die Permeabilitat des Plasmas 
fiir die Siuren herab, indem sie die Plasmaoberflache verdichten, vermut- 
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lich durch die Dehydratation der Plasmaphosphatide und die Séuren am 
Eindringen verhindern. 

6. Die Verfestigung der Plasmaoberflache durch die Zucker und mehr- 
wertigen Alkohole steht im Zusammenhang mit den OH-Gruppen dieser 
Stoffe. Die antagonistische Wirkung gegen Sauren kommt zuerst bei Ery- 
thrit (4O0H-Gruppen) zum Ausdruck. Glycerin wirkt mit Sauren noch syn- 
ergetisch. 


Der Forschungsgemeinschaft der deutschen Wissenschaft, durch deren 
freundliche Unterstiitzung die vorliegende Arbeit erméglicht wurde, spreche 
ich an dieser Stelle meinen tiefempfundenen Dank aus. 

Mein herzlicher Dank gebiihrt auch Herrn Professor Dr. W. Mevius, 
Direktor des Staatsinstituts fiir allgemeine Botanik in Hamburg, der mir in 
seinem Institut freundlich einen Arbeitsplatz zur Verfiigung stellte. 
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Kritische Untersuchungen zur kolorimetrischen 
Bestimmung der isoelektrischen Punkte einzelner Zell- 
bestandteile fixierter pflanzlicher Gewebe 


Von 
Eva MeB 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Freien Universitat Berlin 
Mit 4 Textabbildungen 


(Eingegangen am 25. Oktober 1955) 


I. Einleitung 


Fiir den Ablauf des physiologischen Geschehens in den Zellen ist die 
Lage der isoelektrischen Punkte (IEP) der einzelnen Zellbestandteile von 
Bedeutung. Haufig ist daher versucht worden, die IEP-Werte durch An- 
farben mit Farbstoffpaaren bzw. mit Acridinorange oder elektrophoretisch 
an lebenden und toten Zellen zu bestimmen. Bis heute diirfte es wohl kaum 
méglich sein, den IEP der einzelnen Zellbestandteile einer lebenden Zelle 
einwandfrei zu erfassen (Drawert 1951 b), so da man auf tote Zellen 
angewiesen ist. Man darf die an totem Material gewonnenen Werte aber 
nicht ohne weiteres auf die lebende Zelle iibertragen, da durch den Fixie- 
rungsprozef eine grundlegende Anderung der Ampholyte eintreten diirfte. 
Es ist naheliegend anzunehmen, daff auch die Art der Fixierung von mafk- 
geblichem Einflu& auf die Lage der IEP sein kann (Stearn u. Stearn 
1924 u. f., Zeiger 1930, Yamaha u. Ishii 1933, Yamaha 1936, 
Drawert 1937b, Schwantes 1952). 

Die meisten Bestimmungen des IEP sind wohl farbetechnisch gewonnen 
worden. Die Farbstoffbindung tritt in erster Linie auf Grund der Ampholyt- 
natur der das Plasma zusammensetzenden Protein- und Proteidkérper ein. 
Die Bindung der basischen und sauren Farbstoffe erfolgt vor allem an den 
Carboxyl- und Aminogruppen und stellt eine [onenbindung (Salzbildung) 
dar, die nach stéchiometrischer GesetzmaRigkeit verlauft (Rawlins u. 
Schmidt 1929 und 1930, Stearn u. Stearn 1930, Stearn 1931, 
Singer 1952). Ein Eiweif&kérper ist bei einem pH-Wert des umgebenden 
Mediums unterhalb seines IEP positiv geladen und kann eine Bindung mit 
den Anionen saurer Farbstoffe eingehen, oberhalb seines IEP verhalt er sich 
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negativ geladen und kann daher die Kationen eines basischen Farbstoffes 
adsorbieren (Stearn u. Stearn 1923 u. f., Nordmeyer 1948). Uber 
die Farbstoffeigenschaften, die Farbstoff-Eiweif-Bindungen und die sie be- 
dingenden Kriafte berichten ausfiihrlich Z ei g e r (1938) und Singer (1952). 
Die am fixierten Material farbetechnisch gewonnenen Ergebnisse der 
einzelnen Autoren weichen aber zum Teil ganz betriachtlich voneinander ab. 
Dies kann z. T. durch die benutzten Fixierungsmethoden bedingt sein, aber 
auch auf die angewandten Farbstoffe zuriickzufiihren sein. Es war deshalb 
von Interesse, diesen Punkten nachzugehen und zu priifen, wieweit das 
fiirbetechnische Verfahren uns iiberhaupt brauchbare Ergebnisse liefern 
kann. Die Versuche wurden an den Oberepidermen der Schuppenblatter 
von Allium cepa, den Bliattern von Helodea densa und an Gelatine als 
Modell durchgefiihrt. Da nach Zeiger (1930) Alkohol ein chemisch relativ 
indifferentes Fixierungsmittel darstellen soll, wurde vorwiegend mit alkohol- 
fixiertem Material gearbeitet bzw. diente dieses als Vergleichsstandard. 


II. Die Beeinflussung des IEP von Gelatine durch Oxydations- und 
Reduktionsmittel, Alter und Konzentration der Farbstofflésungen 


1. Versuche mit Oxydations- und Reduktionsmitteln 


Nach Stearn und Stearn (1924a, b, 1931) sollen Oxydations- und 
Reduktionsmittel auf die Lage des IEP einen Einflu& haben. Es wurde des- 
halb zuniachst gepriift, inwieweit diese Mittel auf die Lage des IEP von 
Gelatine einwirken. 


a) Methode 


Fiir die Versuche wurde nach Loeb (1924) gereinigte Gelatine verwandt. Das 
Gelatinepulver wurde entsprechend der Vorschrift mit n/128 Essigsiure ausge- 
waschen, mit Aqua dest. nachgewaschen, auf dem Wasserbad geschmolzen und auf 
Glasplatten ausgegossen. 

Als Farbpaar diente Saurefuchsin/Methylenblau jeweils im Verhialtnis 1 : 1000 
in glasdest. Wasser gelést. Ich bediente mich des Methylenblaus der Firma P. Alt- 
mann, Berlin, Vorkriegsware, und des Saéurefuchsins der Firma Merck, Darmstadt. 
Zur Einstellung des pH-Wertes benutzte ich Phosphatpuffer und HCl (vgl. St rug- 
ger 1949a). Die Gelatinefolie wurde bei acht verschiedenen pH-Werten zwischen 
pH ~1,7 und ~7,2 angefarbt. Zur pH-Messung diente eine Glaselektrode. 

Die Stiickchen der Gelatinefolie (25—35 mg) wog ich mit einer Torsionswaage 
ein. Sie kamen in 10cm? Farblésung verschiedener Aciditét (5cm* Farblésung 
1:1000-+5cm* Puffer). Das Farben (2 Stunden) erfolgte bei ~ 13°C (Wasser- 
kiihlung). Die zum Anfarben benutzte Farbstofflésung hatte also eine Konzen- 
tration von 1: 2000. Fand eine Vorbehandlung statt, so spiilte ich die Gelatine, 
bevor sie in die gepufferte Farblésung gelangte, mit Aqua dest. oder farblosem 
Puffer ab. Nach Ablauf der Farbezeit ersetzte ich die Farbstofflésung durch farb- 
losen Puffer. Unter dreimaligem Erneuern des Puffers wurde die Gelatine 2 Stunden 
lang ausgewaschen. Das Auswaschen erfolgte im Eisschrank bei ~ 4°C. Danach 
liste ich die gefarbten Gelatinestiickchen jeweils in 15cm? Aqua dest. + 5 cm? 
n/10 HCl. Der Saéurezusatz war notwendig, um die Lésungen fiir die kolorimetri- 
schen Messungen auf den gleichen pH-Wert zu bringen, zumal beim Saurefuchsin 
im schwach sauren Gebiet ein Farbintensitatsabfall auftritt. 
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Die derart gewonnene Farblésung photometrierte ich gegen eine Lésung von 
~ 30mg Gelatine + 15cm* Methylenblau- (bzw. Saurefuchsin-) Lésung der Ver- 
diinnung 1 : 1,000.000 + 5 cm? n/10 HCl. Ich benutzte das Leitz-Kompensationsphoto- 
meter. Den geringsten Filterfehler zeigte fiir Sdurefuchsinlésung das Filter 530 und 
fiir die Methylenblaulésung das Filter 570. 

Durch Einmessen einer Eichkurve fiir Saurefuchsin und einer Kurve fiir 
Methylenblau (Winkel gegen bekannte Farbstoffkonzentration aufgetragen) war es 
mir méglich, die Konzentration der einzelnen Gelatine-Farbstoff-Lésungen zu be- 
stimmen. Jeder Winkelwert fiir die Eichkurven und fiir die IEP-Kurven ergab sich 
als Mittelwert aus je 10 Photometerablesungen. 

Zur Ermittlung des IEP wurde Milligramm gespeicherten Farbstoffs pro Gramm 
Gelatine gegen die pH-Werte als Kurve aufgetragen. Die Skala des Saurefuchsins 
glich ich jeweils der des Methylenblaus an, indem die Differenz zwischen der maxi- 
malen und der minimalen Farbstoffaufnahme des Saurefuchsins der des Methylen- 
blaus gleichgesetzt wurde. Die Schmiegungskurven zu den streuenden Mefpunkten 
bestimmte ich durch das Ermitteln der Dreiecksschwerpunkte aus den drei jeweils 
aufeinanderfolgenden Mefpunkten. 

Zu jeder der Vorbehandlungsweisen wurden zumindest drei Parallelversuche 
durchgefiihrt. 

b) Ergebnisse 


In Tab. 1 sind die erhaltenen Ergebnisse zusammengefaft. 


Tab. 1. [EP-Bestimmung mit Saurefuchsin/Methylenblau an verschieden vorbehan- 
delter Gelatine. 





Vorbehandlungsweise IEP 





unvorbehandelt 4,8 
¥% Stunde in n/10 SnCl,, gelést in 0,2 HCl 6,0 
¥, Stunde mit H, in n/i0 HCl 5,9 
¥ Stunde in n/10 HCl 5,9 
¥, Stunde in n/10 HNO, | 6,0 
¥% Stunde in 3%igem H,O, 4,7 


Vergleicht man die Lage der IEP der Gelatine nach den verschiedenen 
Vorbehandlungsmethoden mit dem IEP, der fiir unbehandelte Gelatine er- 
mittelt wurde, so ist ganz allgemein eine Verschiebung der IEP ins schwa- 
cher saure Gebiet hinein zu verzeichnen. Eine Ausnahme bildet nur die 
Vorbehandlung mit H,O,, nach der der IEP um weniges in das starker saure 
Gebiet hinein absank. 

c) Diskussion der Ergebnisse 

Nach Stearn und Stearn (1931), die Versuche an Bakterien durch- 
fiihrien, verschieben Oxydationsmittel den IEP in den starker sauren und 
Reduktionsmittel in den schwicher sauren Bereich. Mit Hilfe dieser Theorie 
von Stearn und Stearn kénnten wohl meine Ergebnisse mit H,O,, 
SnCl, und H, erklart werden, nicht aber das Ergebnis mit HNO,, die, ob- 
wohl sie eine oxydierende Substanz ist, die starkste Verlagerung zum Neu- 
tralpunkt hin bewirkte. Weiterhin stimmt die Tatsache bedenklich, daf die 
Vorbehandlung der Gelatine mit n/10 HCl und mit H, in n/i0 HCl prak- 
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tisch dieselbe Verainderung der Lage des IEP mit sich bringt. Es kann 
wohl angenommen werden, daft diese Verschiebung nur auf die n/10 HCl 
zuriickzufiihren ist. 

Bei der Behandlung mit H, befand sich die Gelatine % Stunde lang in 
n/10 HCl, die von einem H,-Strom durchperlt wurde, der von einem ver- 
kupferten Zinkstiickchen ausging. Die Gelatinefolie war nach kurzer Zeit 
dicht mit H,-Blaschen besetzt. Es bleiben nach den Versuchen nur die Schluf- 
folgerungen offen, da der Wasserstoff nicht eindringen konnte, vielleicht 
auch nicht lange genug auf die Gelatine eingewirkt hat, oder da die 
Gelatine durch den Wasserstoff nicht angegriffen wird. 

Die Anderung der Lage des IEP durch die Behandlung mit in 0,2 mol HCI 
geléstem SnCl, ist leider auch nicht eindeutig auf eine Reduktion zuriickzu- 
fiihren. So schreiben S ek i (1933) und Tolstoouhov (1928), da Schwer- 
metallsalze die azidophilen Eigenschaften von Eiweif steigern, weil es durch 
die Metallionen zu einer Herabsetzung der negativen Ladung des Eiweifes 
kommt. Dies ist gleichbedeutend mit einer Verlagerung des IEP ins schwia- 
cher saure Gebiet hinein. Auferdem bleibt bei meinem Versuch auch hier 
die Annahme offen, die HCl habe die Verschiebung bewirkt. 

Meine Neigung, das Absinken des IEP ins schwacher saure Gebiet haupt- 
sachlich auf die Sdureeinwirkung zuriickzufiihren, begriindet sich auf die 
Ausfiihrungen Fishers (1953), wonach basophile Substanzen durch 
Mineralsduren zerstért werden. Das kommt einer Verlagerung des IEP durch 
Séuren ins schwacher saure Gebiet hinein gleich. Mit dieser Anschauungs- 
weise steht auch das Ergebnis meiner Versuche mit HNO, in Einklang. 

Den Angaben von Stearn und Stearn (1931 wu. a.), nach denen 
Oxydationsmittel den IEP von Bakterien ins starker saure Gebiet und 
Reduktionsmittel den IEP ins schwicher saure Gebiet hinein verschieben, 
widersprechen aber auch verschiedene Befunde anderer Forscher. So fanden 
Fischer und Larose (1952) an Wolle und Bakterien, daB gerade alka- 
lische Reagenzien und Reduktionsmittel ein Absinken der Lage des IEP ins 
starker saure Gebiet bedingen, d. h. anfanglich Gram-negative Bakterien 
und Wolle werden durch Behandlung mit Alkalien oder Reduktionsmitteln 
Gram-positiv und mit Saéuren und Oxydationsmitteln lassen sich Gram- 
positive Bakterien und Wolle in Gram-negative umwandeln. Ahnliche An- 
gaben iiber die Veranderlichkeit der Lage des IEP finden sich auch bei 
Seki (1933). 

Nach den Befunden von Seki (1933), Singer (1952), Fischer und 
Larose (1952) und Fisher (1953) kénnen die Ergebnisse meiner Ver- 
suche mit SnCl, in 0,2 mol HCl und H, in n/10 HCI so erklart werden, daf 
die reduzierende Wirkung des SnCl, und des H, von der Wirkung der Siiure 
iiberkompensiert wird. Vielleicht beruht die Wirkung des SnCl, auch nicht 
auf seinen reduzierenden Eigenschaften, sondern es wirkt als Schwermetall- 
verbindung und reagiert mit den COOH-Gruppen des Eiweifes. Eine ana- 
loge Erklarung gibt Tolstoouhov (1928) fiir Quecksilberverbindungen. 
In diesem Falle wiirde die Wirkung der HCl, in der das SnCl, sich gelést 
befindet, und das SnCl, selbst den IEP in der gleichen Richtung, namlich 
zum Neutralpunkt hin, verschieben. 
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Einer Erklarung bedarf noch das Ergebnis des H,O,-Versuches. Nach der 
Anschauung von Stearn und Stearn wire ein Abfallen des IEP der 
Gelatine ins stiirker saure Gebiet durch die Behandlung mit einem Oxyda- 
tionsmittel zu erwarten. Jedoch ist bei meinen Versuchen das Absinken so 
minimal, da es kaum als Bestatigung der Theorie von Stearn und 
Stearn genommen werden kann. Nach den Befunden von Fisher und 
den oben angefiihrten Autoren miifte aber nach der Behandlung mit H,O, 
eine Verschiebung des IEP ins schwacher saure Gebiet erfolgt sein, was aber 
in meinen Versuchen auch nicht der Fall ist. Eine Bemerkung aus der Arbeit 
von Fischer und Larose (1952) kann hierfiir eine Erklarung geben. 
Danach wirkt H,O, nur im alkalischen Milieu oxydierend. H,O, ist von mir 
bei der Vorbehandlung der Gelatine aber nicht in alkalischem Milieu an- 
gewandt worden. Aufferdem wiirde das Wasserstoffperoxyd nach dieser 
Theorie eine Verainderung der Lage des IEP ins schwiacher, die Alkalien ein 
Absinken ins starker saure Gebiet hinein bewirken; diese beiden Prozesse 
wiirden sich also aufheben oder, besser gesagt, kontrar verlaufen. 

Der Theorie von Stearn iiber die IEP-Verschiebung liegt wohl die 
Vorstellung zugrunde, da von Oxydationsmitteln die NH,-Gruppen und 
von Reduktionsmitteln die COOH-Gruppen der Eiweifkérper angegriffen 
werden. Fischer und Larose sehen aber den Angriffspunkt der Reduk- 
tionsmittel in den S-S-Bindungen verschiedener Eiweifarten. Da SH-Grup- 
pen schwach saure Gruppen sind, bedeutet das eine Verschiebung des IEP 
ins starker saure Gebiet. Umgekehrt hat eine Herstellung von S-S-Bindun- 
gen durch Oxydation eine Verlagerung des IEP ins schwacher saure Gebiet 
zur Folge. Daf Gelatine Eiweiarten mit S-S-Bindungen besitzt, ist aller- 
dings unwahrscheinlich. Jedoch ist nach Singer (1952) auffer den NH.-, 
den COOH- und den SH-Gruppen noch mit anderen farbstoffbindenden 
Gruppen des Eiweifes zu rechnen. 

Nach meinen Versuchsergebnissen ist also beim Fixieren mit Fixierungs- 
mitteln, die Sduren, Oxydantia oder Schwermetallverbindungen enthalten, 
eine Verainderung der Lage des IEP der Eiweifbestandteile pflanzlicher 
Gewebe zur alkalischen Seite hin zu erwarten. Fiir eine Verlagerung des 
IEP in das starker saure Gebiet durch das Einwirken von Reduktionsmitteln 
konnte ich keinen Nachweis erbringen. 


2, Der EinfluB des Alters der Farblésungen auf die 
ermittelten [EP-Werte von Gelatine 

Nach Angaben von mehreren Autoren (v. Méllendor f f 1918, Gickl- 
horn 1931, Nistler 1931) andert sich mit dem Alter in vielen Farbstoff- 
lésungen die TeilchengréRe und damit auch die Diffusibilitat. Im Verein 
damit miissen sich aber auch die Adsorptionsbedingungen des Farbstoffes 
am Eiweiff andern. Es erschien mir deshalb die Frage wichtig, ob und in 
welcher Weise vielleicht auftretende Alterungserscheinungen von Saure- 
fuchsin und Methylenblau den ermittelten IEP von Gelatine zu beeinflussen 
vermogen. 


Der Ansatz der Versuche entsprach vollkommen demjenigen unter Ab- 
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schnitt 1 besprochenen, nur mit dem Unterschied, da8® die Gelatine keiner 
Vorbehandlung unterworfen war und daft das Alter der Farblésungen 
variierte. 

Das Ergebnis dieser Versuchsreihe ist der Tab. 2 zu entnehmen. Es ist 
ersichtlich, daR die ermittelten IEP-Werte fiir Gelatine mit zunehmendem 
Alter der Farbstofflésung in das starker saure Gebiet hinein absinken. 


Tab. 2. Bestimmung des IEP von Gelatine mit Siéiurefuchsin- und Methylenblau- 
Lésungen verschiedenen Alters. 





Alter der Farblésungen | IEP-Werte 





3. Der EinfluB der Konzentration der Farbstoff- 
lésungen auf die ermittelten IEP-Werte von Gelatine 


Die Anfiarbung der Gelatine wurde unter den gleichen Bedingungen wie 
im Abschnitt 2, nur mit unterschiedlichen Farbstoffkonzentrationen vor- 
genommen. Als Farbstoffpaar diente wiederum Saurefuchsin und Methylen- 
blau. Die Farbstoffkonzentrationen betrugen 1: 1000, 1: 2000 und 1: 4000 
in Phosphatpuffer geldst. 

Fiir die Konzentration 1: 1000 ermittelte ich den IEP-Wert bei pH 4,8, 


fiir 1: 2000 bei pH 4,7 und fiir 1: 4000 bei pH 4,3. Auch hier liegen jedem 
dieser Werte drei Parallelversuche zugrunde. Es ist also mit abnehmen- 
der Konzentration ein Absinken der mit Saurefuchsin/Methylenblau be- 
stimmten IEP-Werte festzustellen. Die Kurven in Abb. 1 lassen erkennen, 
wie sowohl fiir das Saurefuchsin als auch fiir das Methylenblau die Adsorp- 
tionsquote an der Gelatinefolie mit zunehmender Farbstoffkonzentration 
steigt. 

Levine (1940), der seine Studien an Ciliaten und mit den Farbstoffen 
Methylenblau, Toluidinblau 0, Nilblausulfat, Kristallviolett, Ponceau 2 R und 
Orange G durchfiihrite, kommt zu analogen Ergebnissen. Le vine sagt, daf die 
Kurve um so weiter auf der sauren Seite verlauft, je héher die Konzentration des 
basischen Farbstoffes ist, und um so mehr zum Neutralpunkt hin verschoben ist, 
je hoéher die Konzentration des sauren Farbstoffes liegt. Damit verbunden sei im 
ersten Fall eine Verschiebung des IEP in den stirker sauren Bereich hinein, im 
zweiten Fall eine Verlagerung des ermittelten [EP-Wertes zum Neutralpunkt hin. 
Dies trifft aber allein dann zu, wenn nur die Konzentration des einen Farbstoff- 
partners verdndert und die des anderen beibehalten wird. Verandert man die 
Konzentration beider Farbstoffe des Farbpaares, so muff der erhaltene [EP-Wert 
aus der Verschiebung beider Kurvenziige resultieren. Im Falle des Saiurefuchsins 
und des Methylenblaus ergibt sich, wie aus meinen Versuchen hervorgeht, mit 
abnehmender Konzentration beider Farbstoffe eine Verschiebung der IEP-Werte in 
den Bereich héherer cH. 


Nach v. Méllendorff (1918), Gicklhorn (1931) und Nistler 
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(1931) wird mit zunehmender Konzentration in vielen Farbstofflésungen der 
Dispersititsgrad geringer, d. h. die Teilchen werden gréfer und dement- 
sprechend der Diffusionskoeffizient kleiner. Dies trifft auch fiir Siurefuchsin 
und Methylenblau zu (vgl. Nistler 1931). 


mg Saurefuchsin 
g y mg Methylenblau 
g Gelatine 
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Abb. 1. Farbung von Gelatinefolie mit Saurefuchsin/Methylenblau-Lésungen unier- 
schiedlicher Konzentration. Mittelwerte aus drei Parallelversuchen. 


Die Kurvenziige, die sich aus der Farbung von Gelatine mit unterschiedlich 
alten Farblésungen ergeben, sind gegeneinander nicht so gleichsinnig verschoben 
wie die Kurven der Abb. 1. Wohl verschieben sich hier wie dort, also mit zunehmen- 
dem Alter und mit abnehmender Konzentration, die ermittelten IEP-Werte ins 
stirker saure Gebiet hinein. Es geht aber aus dem Vergleich der unter Abschnitt 2 
und 3 beschriebenen Versuche und den aus ihnen resultierenden Kurven nicht her- 
vor, daf es sich auch bei den gealterten Farbstoffen um eine Konzentrationsabnahme 
handelt. Die Annahme einer chemischen Verainderung des Methylenblaus wahrend 
des Alterns ist nicht auszuschlieBen. Holmes und Snyder (1929) beobachteten 
beim Altern des Methylenblaus eine Oxydation oder Dealkylierung des Farb- 
stoffes in alkalischen Lésungen. Der Farbstoff zerfallt dabei in niedere Homologe 
(vgl. auch Brooks und Moldenhauer-Brooks 1941). Wieweit sich dieser 
Befund von Holmes und Snyder auf meine in glasdest. Wasser angesetzten 
Methylenblaulésungen iibertragen aft, bleibt allerdings fraglich. Es miissen wohl 
fiir die veranderten Farbeverhiltnisse mit gealterten Farbstoffen in erster Linie 
veranderte Bedingungen fiir den Donnan-Membraneffekt in Abhangigkeit von der 
Dispersitatsinderung der Farbstoffe verantwortlich gemacht werden. 
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III. Die Bestimmung des IEP mit verschiedenen Farbstoffpaaren 


Nach der Feststellung einer Abhangigkeit der IEP-Bestimmung vom 
Alter und von der Konzentration der benutzten Farbstofflésungen war es 
ferner von Interesse zu untersuchen, wieweit die Werte fiir den IEP bei der 
Anwendung verschiedener Farbstoffpaare variieren. Zur Priifung dieser 
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Abb. 2. Farbung von Gelatinefolie mit verschiedenen basischen Farbstoffen und zur 
Bestimmung des IEP zu Ponceau PR als saurem Farbstoff in Beziehung gesetzt. 


Frage wurden Versuche mit Gelatine und mii fixiertem Pflanzenmaterial 


durchgefiihrt. 


Dazu wurden ausdifferenzierte Blaittchen von Helodea densa genommen, die 
bereits 6 Monate in 70%igem unvergilltem Alkohol lagen. Die in Tab. 5 gemachten 
Angaben beziehen sich auf die Zellen der Blattmitte, die auch nicht der Randzone 
oder der Mittelrippe angehérten. Die Zellen der Blattbasis, der Blattspitze, der 
Randzone und der Mittelrippe verhalten sich bei der Farbung bekanntlich anders 
(Drawert 1938, Reuter 1955). Auferdem kamen nur die Zellen der Blaitt- 
unterseite zur Beobachtung. Ferner wurde die Oberepidermis der Schuppenblatter 
von Allium cepa nach den Angaben von Strugger (1949 a) prapariert und meh- 
rere Stunden bis Tage in 70%igem reinem Alkohol fixiert. Es fand nur die Epider- 
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mis des mittleren Teils der zweiten Schuppe von aufen nicht ausgetriebener Zwie- 
beln Verwendung. 

Folgende Farbstoffe wurden untersucht: 

basische: Methylenblau (P. Altmann, Berlin), Toluidinblau (stand. Bayer, 
Leverkusen), Neutralrot (Merck, Darmstadt), Safranin (stand. Hollborn u. Séhne, 
Leipzig) ; 

saure: Saurefuchsin (Merck, Darmstadt), Bordeaux R, Ponceau PR, Erythro- 
sin pur., Eosin rot (alle vier von Griibler u. Co., Leipzig), Wasserblau (P. Altmann. 
Berlin). 
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Abb. 3. Farbung von Gelatinefolie mit verschiedenen sauren Farbstoffen und zur 
Bestimmung des IEP zu Neutralrot als basischem Farbstoff in Beziehung gesetzt. 


1. Versuche mit Gelatine 


Wie aus Tab. 3 hervorgeht, schwankt der ermittelte [EP-Wert zwischen 
pH 4,0 und 5,5. Die Abb. 2 und 3 vermitteln einen Eindruck davon, wie die 
erhaltenen Werte fiir den IEP bei gleichbleibendem sauren bzw. basischen 
Farbstoff in Abhangigkeit vom jeweiligen basischen oder sauren Farbstoff 
variieren kénnen. 

Protoplasma, Bd. XLVII/1—2 14 





Eva Me 


2. Versuche mit Pflanzenmaterial 
An den Epidermen von Allium und den Blattchen von Helodea traten folgende 
Farbungsbilder auf. 
Methylenblau. Allium: Die Kerne, das Cytoplasma und die Wande 
firbten sich rein blau. Ab pH 4,5 war auch das Cytoplasma recht intensiv gefarbt. 


Tab. 3. [EP-Bestimmungen an Gelatine mit verschiedenen Farbstoff paaren. 





| 
Farbstoffpaar IEP-Werte 





Saurefuchsin/Methylenblau mean Sak Mer nie ter ee tae od ge RE Wn pH 4,7 
Saurefuchsin/Toluidinblau Ba, Chea Mee Meee ey el erey ies ase pre 4,4 
Saurefuchsin/Neutralrot 

Bordeaux R/Neutralrot 

Ponceau PR/Neutralrot 

Ponceau PR/Toluidinblau 

Ponceau PR/Methylenblau 

Erythrosin/Safranin 

Eosin/Safranin Pete riseack 

Wasserblau/Toluidinblau 

Wasserblau/Methylenblau 


Die Kerne und die Wande fiarbten sich schon bei héherer cH an. Helodea verhielt 
sich ahnlich. 

Toluidinblau. Es trat mit fallender cH eine immer stirker werdende Vio- 
lettfarbung der Wande auf, die auch diffus in das Zellumen strahlte. Sie behinderte 
an beiden Objekten die Beobachtung der iibrigen Zellelemente. 


Tab. 4. IEP-Bestimmungen an den Oberepidermiszellen von Allium cepa mit 
verschiedenen Farbstoff paaren. 





| IEP-Werte 


Farbstoffpaar 
Wand | Cytoplasma 





Saurefuchsin/Methylenblau . . . y pH 4,2 
Saurefuchsin/Toluidinblau 4,7 
Saurefuchsin/Neutralrot 4,6 
Bordeaux R/Neutralrot 4,3 
Ponceau PR/Neutralrot 4,5 
Ponceau PR/Toluidinblau . 4,6 
Ponceau PR/Methylenblau . 4,3 
Erythrosin/Safranin 

Eosin / Safranin ‘ 
Wasserblau/Toluidinblau . 
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Neutralrot. Das Plasma von Allium wurde erst in schwach saurem Milieu 
gut angefarbt. 

Safranin, stand. Die Fiarbung der Zellelemente nahm mit fallender cH 
nur langsam zu. Die IEP-Bestimmung wurde dadurch erschwert. 
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Saiurefuchsin. Die Farbung war gut zur IEP-Bestimmung geeignet. Sie 
fiel mit fallender cH relativ schnell ab. Uber pH 5 war kaum noch eine Fiarbung 
zu beobachten. 


Tab. 5. JEP-Bestimmungen an Blattern von Helodea densa (Unterseite) mit ver- 
schiedenen Farbstoff paaren. 
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Bordeaux R. Die Kernfaérbung nahm bei Allium von pH 4,1 bis 6 kaum 
noch ab. 


Ponceau PR. Die Farbung verlief der mit Saurefuchsin entsprechend. 
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g “—" 9 Gelatine 


Safranin 
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Abb. 4. Bestimmung des IEP von Gelatine mit Hilfe des Farbstoffpaares Eosin/ 
Safranin. Die maximale Aufnahme von Eosin erfolgt erst zwischen pH 4 und 5. 


Erythrosin pur. Der Farbstoff fiel in den Puffern mit pH 1,5 und 3,2 aus. 
Es erfolgte daher keine Anfarbung der Gewebe. Die Farbung nahm dann mit 
fallender cH nur sehr langsam ab. Die IEP-Bestimmung machte daher Schwierig- 
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keiten. Wie die Farbeversuche an Gelatinefolie zeigen, wurde die maximale Farb- 
stoffmenge zwischen pH 4 und 5 aufgenommen (vgl. Abb. 4). 

Eosin rot. Es gilt das bei Erythrosin Gesagte. 

Wasserblau. Allium: Die Farbung nahm von pH 1,5 bis 5,6 kaum an 
Intensitaét ab. Sie ging nur mit fallender cH in ein violettes Blau iiber. Zur IEP- 
Bestimmung diirfte Wasserblau kaum geeignet sein. Fiir Helodea war dieser Farb- 
stoff ab pH 3.8 nicht mehr zu gebrauchen, da er nur noch eine geringe fleckige 
Farbung verursachte. Selbst innerhalb einer einzelnen Zelle war die Farbung der 
Chloroplasten ganz unterschiedlich. Ausgezeichnet farbten sich dagegen bis pH 5.6 
die Kerne und das Cytoplasma von Diatomeen und anderen niederen Algen, die 
den Blattern von Helodea aufsafen. 


Die Tab. 4 und 5 vermitteln eine Ubersicht iiber die unterschiedliche 
Lage der IEP bei Farbung mit verschiedenen Farbstoffpaaren. Jedem der 
Tabellenwerte liegen drei Parallelversuche zugrunde. 

Bei Allium beruhen die Angaben iiber den IEP der Winde auf dem Ein- 
treten der Farbbarkeit mit basischen Farbstoffen. Eine Wandfarbung mit 
sauren Farbstoffen konnte hier nicht erzielt werden. Die Zellwande von 
Helodea densa farbten sich dagegen mit sauren Farbstoffen recht gut an. 

Bemerkenswert ist die Tatsache, da bei beiden Versuchsobjekten die 
Farbpaare Wasserblau/Toluidinblau und Erythrosin/Safranin die dem 
Neutralpunkt am nachsten gelegenen Werte fiir die IEP lieferten. 


3. Diskussion der Ergebnisse 


Das Verhalten des Farbstoffes Wasserblau scheint mir bemerkenswert zu 
sein. Helodea densa farbt sich nur schwach und ungleichmafig mit Wasser- 
blau an. Ab pH 4,4 sind die Zellbestandteile kaum noch gefarbt. Die Far- 
bung ist meist bei pH 3,8 schon recht schwach. Der Farbstoff lat sich aus 
den Blattchen auch sehr leicht wieder auswaschen. Dagegen fiarben sich 
Algen, die den Helodea-Blattchen aufsitzen und die Zwiebelepidermis mit 
ihren Zellbestandteilen ausgezeichnet (Zellwand ausgenommen). Die Far- 
bung ist aber auch an diesen Objekten zur IEP-Bestimmung nicht als giin- 
stig zu bezeichnen, da sie mit fallender cH nur sehr langsam abnimmt, 
namentlich in den Kernen. Die Nucleolen der Allium-Kerne sind auffallend 
intensiv blau gefarbt. 

Nach Dra wert (1951 a) wird Opalblau und Wasserblau im Schultz 
(1931) unter derselben Nummer gefiihrt, und im Vitalfarbungsversuch stim- 
men beide in ihrer Unaufnehmbarkeit iiberein. Beide Farbstoffe sollen auch 
in ihrem physiko-chemischen Verhalten identisch sein. Es besteht also wohl 
die Berechtigung, Versuchsergebnisse der Wasserblaufarbung mit denen der 
Opalblaufarbung zu vergleichen. Nach der zitierten Arbeit von Drawert 
ist Opalblau zwischen pH 3,2 und 10,3 weitgehend dissoziiert. Es wire also 
bei Wasserblau zumindest eine ahnliche Affinitat zu den Cytoplasma- und 
Kern-Eiweif-Verbindungen zu erwarten wie bei anderen sauren, gut dis- 
soziierten Farbstoffen (z. B. Saurefuchsin und Ponceau). Fiir die Epidermis- 
zellen von Allium trifft dies auch zu. Es bleibt die Frage, warum dies bei 
den Blattzellen von Helodea densa nicht der Fall ist. 
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Nach Nistler (1931) und v. Méllendorf f (1918) besitzen die Farb- 
stoffteilchen von Wasserblau in wisseriger Lésung durchschnittlich einen 
relativ grofen Radius, der sich selbst bei abnehmender Farbstoffkonzen- 
tration nicht verringert. Der Radius (11,8 X 10-8cm, Nistler 1930 nach 
Gicklhorn 1931) der Wasserblauteilchen liegt mit seiner Gréfe weit 
iiber den Teilchenradien der anderen von mir benutzten sauren Farbstoffe 
(vgl. auch Fautrez u. Lison 1937). Es liegt der Schlu® nahe, da die 
Wande der Blatizellen von Helodea densa fiir Wasserblau, auf Grund seiner 
hohen TeilchengréRe, kaum permeabel sind, wohl aber die Winde der 
Epidermiszellen von Allium und die der den Helodea-Blattern aufsitzenden 
Algen. 

Von besonderem Interesse ist die Tatsache, daB die Wainde von Helodea 
densa sich mit sauren Farbstoffen anfarben lassen, wahrend eine Farbung 
der Wande der Epidermis von Allium damit nicht méglich ist. Offensichtlich 
miissen die Wiande der Zwiebelepidermis und die der Zellen von Helodea 
eine verschiedene chemische Zusammensetzung oder eine andere Struktur 
aufweisen. 

Auf Grund der oben mit Wasserblau gewonnenen Erkenntnisse erscheint 
mir die Annahme berechtigt, daf es sich bei der Wandfarbung von Helodea 
densa mit sauren Farbstoffen vielleicht um eine Echtfarbung handelt, die, 
bedingt durch die geringe Wegsamkeit dieser Membranen, durch farblose 
Puffer nur sehr langsam auswaschbar ist (vgl. hierzu Drawert 1956). In 
den Wanden der Allium-Epidermis, die offenbar grofporiger sind, ist der 
Auswaschproze8 dagegen schnell beendet. 

Die IEP-Werte, die ich bei meinen Farbungsversuchen fiir das Cyto- 
plasma der Zwiebelepidermis und fiir die Plastiden von Helodea densa 
ermitteln konnte, stimmen im groen und ganzen mit den Werten iiberein, 
die Drawert (1937) angibt. Da Dra wert aber mit Helodea canadensis 
arbeitete, sind die IEP-Werte fiir die Plastiden mit meinen nur bedingt 
vergleichbar. 

Meine Angaben iiber die Lage des IEP der Kerne beziehen sich auf den 
Ruhekern unter Ausnahme der Nucleoli. Eine getrennte [EP-Bestimmung 
fiir das Karyotingeriist und die Karyolymphe war mir an diesen Ruhe- 
kernen nicht méglich. 

Wie sich aus den beigegebenen IEP-Tabellen ergibt, schwanken die IEP- 
Werte in Abhingigkeit von den benutzten Farbstoffen bei Helodea densa 
fiir Kerne und Plastiden im Héchstfalle um 0,5 pH-Einheiten, bei Allium 
cepa fiir das Cytoplasma um eine pH-Einheit und fiir die Kerne um 0,9 pH- 
Einheiten und bei der Gelatinefolie um 1,5 pH-Einheiten. 

In Fallen, in denen bei Helodea densa der IEP des Kernes vom IEP der 
Plastiden gesondert bestimmt werden konnte, erwies sich eindeutig, da der 
IEP des Cytoplasmas im schwicher sauren Bereich liegt als der des Kernes. 
Diese Beobachtung wurde bereits von verschiedenen Forschern an unter- 
schiedlichem Material gemacht, so von Yamaha und Ishii (1933) an 
Wurzelspitzen von Vicia Faba, von Drawert (1937) fiir die Oberepider- 
mis von Zwiebelschuppen und Blattern von Helodea canadensis und von 
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Levine (1940) fiir Trichonympha collaris. Nur Schwantes (1952), der 
an alkoholfixiertem Material von Phycomyces Blakesleeanus mit Acridin- 
orange die [EP-Werte fiir das Cytoplasma und die Kerne bestimmte, 
kommt zu einem entgegengesetzten Ergebnis. 


Im Vergleich zu den oben angegebenen Differenzen zwischen der Lage 
des IEP je nach dem benutzten Farbstoffpaar seien hier die Ergebnisse ahn- 
licher Versuche zweier Autoren angegeben. Le vine (1940) bestimmte an 
Trichonympha collaris die IEP der Zellbestandteile mit verschiedenen Farb- 
stoffpaaren. Die Lage des IEP variierte dabei iiber zwei pH-Einheiten. Wie 
unterschiedlich die Affinitat der einzelnen Farbstoffe zu Fibrin ist, geht aus 
der Zusammenstellung von Singer (1952) hervor. Durch diese unterschied- 
liche Affinitaét mu die Lage des IEP fiir ein und denselben Zellbestandteil 
je nach verwendetem Farbstoff und nach der Eiweifzusammensetzung des 
Gewebes schwanken. Aus der unterschiedlichen Affinitat ein und desselben 
Farbstoffes zu verschiedenen Eiweifarten, Lipoiden usw. lat sich wohl auch 
erkliren, daf die Veranderungen in der Lage des IEP der Kerne und des 
Cytoplasmas von Allium bzw. der Plastiden und der Kerne von Helodea 
densa und von Gelatine nicht parallel laufen. 

Auf Grund der miigeteilten Versuchsergebnisse ist festzustellen, daB der 
IEP von Gewebeelementen mit Hilfe von Farbstoffpaaren nicht exakt be- 
stimmbar ist. Niherungswerte vermag diese Methode aber bei der Verwen- 
dung geeigneter Farbstoffpaare, z. B. von Saurefuchsin und Methylenblau, 
zu liefern. Da sie fiir Gewebe als Untersuchungsobjekt bis jetzt durch keine 
bessere, eindeutigere Bestimmungsweise ersetzt werden kann, ist die IEP- 
Ermitilung durch Farben mit Farbstoffpaaren nicht ohne weiteres abzu- 
lehnen. Bei der Mitteilung der mit der Farbemethode erhaltenen Werte 
miissen aber genaue Angaben iiber Art und Herkunft der benutzten Farb- 
stoffe, der Farbstoffkonzentration, des Alters der Farblésungen, der Farbe- 
temperatur, der Farbezeit und der Pufferungsart gefordert werden. Nur 
unter diesen Bedingungen wird man zu vergleichbaren Werten kommen. 


IV. Uber den Langsgradienten in den Schuppenblattern von 
Allium cepa 


In den Versuchen zur IEP-Bestimmung der Zellbestandteile der Oberepidermis 
von Allium cepa fiel es auf, da® die Zellen der Spitzenzone, der Mitte und der 
Basis der Zwiebelschuppe sich in bezug auf die Farbbarkeit in Abhangigkeit von 
der cH nicht ganz gleichartig verhielten. Da auch von anderen Autoren in ver- 
schiedener Beziehung ein unterschiedliches Verhalten der Zonen festgestellt worden 
ist (Borriss 1937, Zeller 1939, Houska 1939, 1942), wurde mit dem Farb- 
stoffpaar Sadurefuchsin/Methylenblau der IEP der Zellbestandteile in den einzelnen 
Teilen der Oberepidermis bestimmt. Die Bestimmung erfolgte mit Hilfe von selbst 
hergestellten Farbskalen nach Levine (1940). 

Aus Tab. 6 ist ersichtlich, da® die Lage des IEP der Zellbestandteile der Epi- 
dermis zwischen Spitze, Mitte und Basis der Blatischuppe differiert, jedoch nur 
geringfiigig. Immerhin ist festzustellen, da® der JEP des Cytoplasmas von der 
Basis zur Spitze etwas ansteigt. Dagegen zeigen die Kerne und ihre Nucleoli in 
dem mittleren Teil der Epidermis den niedrigsten IEP-Wert. 
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Nach Strugger (1933), Drawert (1937) und Floethmann (1954) wird 
der IEP der Zellbestandteile verschiedener Gewebe mit zunehmendem Alter gegen 
den Neutralpunkt hin verschoben. Damit in Ubereinstimmung befinden sich die 
IEP-Werte, die ich fiir das Cytoplasma der Oberepidermis erhielt, da die Zellen 
der Basis die jiingsten Zellen der Zwiebelschuppen sind. 


Tab. 6. IEP-Bestimmungen in den einzelnen Zonen der Oberepidermis der Schuppen- 
blatter von Allium cepa mit Saurefuchsin/Methylenblau zur Feststellung eines 
Langsgradienten. 





IEP-Werte 
Zellbestandteile SS a ee 
Spitze 








We SS ee eee] pH 3,7 
Mneeaitit 25, o-oo ad re 3,9 
Cyteplaama.. 2 2 2s 2 ks a 4,2 


Drawert (1937) und Schwantes (1952) beschreiben allerdings, da® auch 
der gegenteilige Effekt, eine Verlagerung des IEP der Zellbestandteile mit zu- 
nehmendem Alter zur stairker sauren Seite hin, auftreten kann. 

Einen derartig gleichsinnigen Anstieg der IEP-Werte von der Basis zur Spitze 
konnte ich an den Kernen und Nucleoli nicht beobachten. Auffalligerweise liegen 
die IEP-Werte der Kerne und Nucleoli im mittleren Teil der Epidermis niedriger 
als in der Basis und in der Spitze. 


V. Farbungsversuche mit Acridinorange an verschieden fixierten 
Zwiebelepidermen 


Im Vergleich zu den mit verschiedenen Farbstoffpaaren erhaltenen Wer- 
ten erschien es wiinschenswert, den IEP dieser Zellbestandteile auch mit der 
Acridinorange-Methode nach Strugger (1940) und Bukatsch und 
Haitinger (1940) zu bestimmen. 


1. Methode und Material 


Da sich die Oberepidermis der Zwiebel als geeigneteres Material als die Helodea- 
Blatter erwiesen hatte, benutzte ich nur dieses Objekt fiir die AO-Farbungen. Das 
Fixieren der Epidermen erfolgte mit 70%igem Alkohol, 5%iger HCl oder durch 
Hitze- bzw. Kialteeinwirkung. 

Auer Alkohol auch andere Fixierungsmittel zu verwenden, bewog mich vor 
allem ein Vergleich der Tabellen fiir hitze- und sauregetétetes Material bei 
Strugger (1949b), wonach es offensichtlich durch die Fixierungsart zu einem 
anderen Farbebild kommt. 

Neben Zwiebelepidermen benutzte ich ferner - Zellstoffwatte, Gelatine und 
Toluol, die auch Strugger (1949b) als Modellsubstanzen dienten, als Farbe- 
objekte. 

Das von mir verwandte AO stammte von der Firma Merck, Darmstadt. Der 
Farbstoff wurde nicht gereinigt. Die AO-Lésung setzte ich in glasdest. Wasser 
1:5000 an und verdiinnte zur Hialfte mit Phosphatpuffer. So enthielten die ge- 
pufferten Farblésungen das AO in der Konzentration 1 : 10.000. Die Pufferlésun- 
gen zum Auswaschen des Farbstoffes nach dem Anfarben versetzte ich zur Halfte 
mit glasdest. Wasser, so daft sie die Puffersalze in derselben Konzentration ent- 
hielten wie die Farblésungen. 
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Als Lichtquellen fiir die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen mit AO 
dienten entweder eine Kohlenbogenlampe oder eine Quecksilberhéchstdrucklampe. 
Die verwendeten Filter waren Blaufilter BG 12, 4mm + gelbes Sperrfilter OG 1 
bzw. OG5 fiir Blaulichtuntersuchungen oder UV-Filter (UG1, 2mm bzw. UG 1, 
1.5mm) + Euphos-Sperrfilter (UV 1,2 bzw. UV 2,5) fiir Beobachtungen im UV- 
Licht. 

Im voraus sei bemerkt, daf ich zunachst die Eigenfluoreszenz von alkohol- 
fixierten und HCl-fixierten Epidermen in Phosphatpuffer von pH 1,7 bis pH 10,6 
priifte. Die Wande zeigten in diesem pH-Bereich gelbliche Fluoreszenz. Die Kerne 
fluoreszierten bei pH 1,7 schwach griin. Ab pH 2,6 wiesen dann Kerne und Cyto- 
plasma eine gelbgriine Fluoreszenz auf. Ab pH 10,6 war die Fluoreszenz so schwach, 
daf die Epidermisstiickchen kaum noch sichtbar waren. Ein Unterschied zwischen 
dem alkoholfixierten und dem HCl-getiéteten Material war nicht zu bemerken. Die 
Eigenfluoreszenz der Zwiebelepidermen beobachtete ich im Blaulicht und vergleichs- 
weise auch im UV. Uber die Eigenfluoreszenz der Bestandteile der Zellen lebender 
und toter Zwiebelepidermen berichtete bereits ausfiihrlich Drawert (1952). 
Meine Beobachtungen decken sich mit den Angaben von Drawert fiir alkohol- 
fixierte Epidermen und abgestorbene Zellen. 


2. Versuchsergebnisse 
a) Alkoholfixiertes Material 


Die Zwiebelepidermen wurden verschieden lange in 70%igem Alkohol fixiert 
(14% Stunden bis 21 Tage). Ein merklicher Unterschied in der Firbbarkeit mit AO 


Tab. 7. AO-Farbung an alkoholfixierten Zwiebelepidermen mit einer 1 Jahr alten 
AO-Lésung und variierter Farbezeit. Beobachtungen im Blaulicht. 





Wand Kerne | Cytoplasma 


Y, Std. 2 Std. 16 Std. | % Std. 2 Std. Std. | % Std. | 2 Std. | 16 Std. 





| | | | 
schwach gelbl. | schwach | schwach gelb ? schwach | gelbl. |schwach 
gelbl. orange gelbl. gelbl. | orange 


| | 
” ’ ” ” ” — | dunkel- | ” 


| gelb 
gelb- kraftig gelb | dunkel- | dunkel- | schwach | - | orange 
orange | orange | gelb gelb | gelbl. | | 
Pa | kupfer- orange orange - | orange | kupfer- 
rot | rot 
orange a kupfer- | kupfer- orange | kupfer- | En 
| rot rot rot 
| kupfer- | kupfer- | kupfer * orange- | 
rot | rot | | rot | 


” 


kupfer- | 
| rot | 


” 


” 


negativ | negativ 
grin 
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ergab sich daraus nicht. Es ist wohl anzunehmen, daf die eine Zellschicht starken 
Epidermen bereits nach 1% Stunden durchfixiert sind und eine Veranderung durch 
langeres Verbleiben in der Fixierungsfliissigkeit nicht stattfindet. Zu erwarten wire, 
da bei langerem Fixieren in Alkohol ein Teil der Lipoide herausgelést wird. 
Diese Verminderung der Lipoide im Material kénnte sich ohnehin nur im alkali- 
schen Milieu auf die AO-Farbung auswirken, wenn der Farbstoff bereits zum 
groéRten Teil als undissoziierte Base vorliegt. Ich konnte aber keine prinzipiellen 
Unterschiede zwischen kurz und lang fixiertem Material feststellen. 


Tab. 8. AO-Farbung an alkoholfixierten Zmiebelepidermen mit einer 7 Stunden 
alten AO-Lésung und variierter Farbezeit. Beobachtungen im Blaulicht. 





Wand Kerne Cytoplasma 


Y, Std. 


| | a are PP a PEE 
Y, Std. 1 Std. | 18 Std. 1 Std. 18 Std. | 4% Std. | 1 Std. | 18 Std. 





| 
schwach orange 


gelbl. 


hell- 
gelb 


schwach | 
gelb 


orange gelb gelbl. 


orange 


kupfer- 
rot 


kupfer- 
rot 


” 


kupfer- 
rot 


” 


gelb 


dunkel- | 
gelb 


” 


orange 


orange 


orange- 
rot 
kupfer- 


rot 


” 


fahl 


gelb- | 
kupferrot | 
| 


orange 
°° ” 
gelb 
dkl.-rot | 


gelb ‘cae 


| 


10,7 | schwach 


kupferrot | 


Boerner-Patzelt (1950) déufert Bedenken gegen die Fixierung mit 
70%igem Alkohol, da das Material durch 70%igen Alkohol nicht vollstandig de- 
hydratisiert wird. Infolgedessen fluoreszieren nur die Kerne der Wundrandzone 
rot, die bereits durch den Absterbevorgang noch vor der Alkoholfixierung weit- 
gehend dehydratisiert werden; die Kerne des Mittelfeldes, die noch starker hydra- 
tisiert sind, d. h. die AO-Ionen also in relativ geringerer Konzentration enthalten, 
werden dagegen nur griin fluorochromiert. 


Wie die Tab. 7 und 8 belegen, erhielt ich nur bei relativ kurzer Farbezeit 
mit alter AO-Lésung in schwach saurem Gebiet gelbgriin und im schwach 
alkalischen oder neutralen Milieu griin fluoreszierende Kerne. Ich nehme 
aber an, daB in diesem Fall bei pH 5,3, 6,0 und 6,5 Diffusionsschwierigkeiten 
fiir den Farbstoff vorliegen, denn bereits nach zweistiindiger Farbezeit wie- 
sen die Kerne in diesen pH-Stufen Rotfluoreszenz auf. Die Griinfluoreszenz 
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bei pH 8,2 ist dagegen wohl auf verminderte Dissoziation des Farbstoffes 
zuriickzufiihren. 

Ein Unterschied in der Kernfarbung zwischen Wundrandzellen und den 
Zellen des Mittelfeldes trat auch bei mir auf, aber nicht in der Weise, wie 
Boerner-Patzelt (1950) und auch Héfler und Mitarbeiter (1950) 
beschreiben. Nach diesen Autoren fluoreszieren die Kerne des Wundrandes 
rot und die Kerne des Mittelfeldes griin. Nach meinen Beobachtungen fiarb- 
ten sich die am Schnittrand gelegenen Kerne nur eine Farbnuance dunkler 
als die Kerne des Mittelfeldes. Die Tab. 7 und 8 geben im iibrigen nur die 
Farbwerte fiir das Mittelfeld jedes Epidermisstiickchens an. Auf das 
,ochnittrandphainomen*“ soll spater noch naher eingegangen werden (S. 212). 

Die Farbungen der Membranen und des Cytoplasmas (% Std.) stimmen 
dagegen mit den Angaben Héflers gut iiberein. Auch die von Héfler 
(1950) beobachteten gelbgriinen Plasmakliimpchen im sonst roten Plasma 
im neutralen und alkalischen Gebiet konnte ich mehrmals beobachien. 
Bemerkenswert erscheint mir die Tatsache, da die Rotfarbung der Mem- 
branen und des Cytoplasmas bis weit ins alkalische Gebiet reicht. Hi fler 
(1946, 1949) sagt dariiber: .,In toten Teilen der Schnitte, wo die Zellinhalte 
ausgeflossen sind, erfolgt die elektroadsorptive Membranfarbung bei pH 7 
bis pI1 11 so stark oder meist deutlich noch starker als im sauren Bereich.“ 
Eine elektroadsorptive Farbung durch Ionen wire in diesem pH-Bereich 
auch theoretisch noch méglich. Nach Angaben von Zanker (1952) herrscht 
bei pH 10,45 zwischen Base/Ion gerade Gleichgewicht. Spater nehmen 
Hoéfler und Mitarbeiter (1950) zwischen AO und Plasmasubstanzen eine 
chemische Verbindung an, da die Rotfarbung durch CaCl, nicht zu ver- 
drangen ist. Die Wand ist nach H6fler mit Plasmasubstanzen imbibiert 
und ergibt daher gleichfalls Rotfarbung. Nach Drawer t (1937, 1956) ware 
diese Art der Farbung als Niederschlagsfarbung zu bezeichnen. Auch an 
Moosen konnte Héf ler (1947) Rotfarbung der Zellwande noch bei pH 8,3 
beobachten. 


Eine Rotfairbung der Nucleoli an meinem alkoholfixierten Material 
konnte ich nur in einem Falle bei “stiindiger Anfarbung bei pH 6,0; 6,5 und 
8.2 beobachten. Bukatsch und Haitinger (1940) beschreiben das 
gleiche Phainomen fiir Gefrierschnitte von Monokotylen-Wurzelspitzen und 
Hoéfler (1947) fiir NH,-behandelte Oberepidermis von Allium cepa. 

Haufig blieben die Nucleoli an meinem Material ohne Fluoreszenz- 
farbung. Sie waren dann als dunkle Flecken in dem hell fluoreszierenden 
Kern sichtbar. 

Auffallig ist weiterhin, wie den Tabellen zu entnehmen ist, die Farb- 
verschiebung nach Rot bei langerer Farbedauer. Fiir das alkoholfixierte 
Material ist also die maximale Farbung nach 15 Minuten noch nicht erreicht. 
Frisch angesetzte Farblésung farbt schneller als alte. Vielleicht ist diese Tat- 
sache auf eine Verringerung des Dispersitiatsgrades des Farbstoffes beim 
Altern zuriickzufiihren. Die Stabilitaét des AO-Kations bleibt nach jahre- 
langem Stehen im Dunkeln gewahri, wie Zanker (1954) berichtet. An 
einer Lésung, die ich ein Jahr lang in diffusem Tageslicht in einem mit 
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Schliffstopfen versehenen Kolben aufbewahrte, konnte ich allerdings fest- 
stellen, da sie merklich dunkler war als eine frische AO-Lésung gleicher 
Konzentration. 

Bei sehr langen Farbezeiten (18 bis 23 Stunden) tritt im neutralen und 
alkalischen Gebiet eine tief dunkelrote, beinahe schwarze Kernfarbung auf, 
wenn man die Kerne im UV-Licht mit Euphosfilter betrachtet. Im Blaulicht 
dagegen fluoreszieren die Kerne noch ganz schwach gelbgriin. Betrachtet 
man diese Kerne im Hellfeld, so zeigen sie eine intensiv dunkelgelbe bis 
dunkelrotbraune Farbung, scheinen also den Farbstoff kraftig gespeichert 
zu haben. Eine endgiiltige Deutung dieser Erscheinung vermag ich nicht zu 
geben. Es wire allerdings denkbar, daf es sich hier in den Kernen um eine 
Léschung der Fluoreszenz handelt. Uber das Auftreten von Eigenléschung 
bei AO ist mir aber nichts bekannt. 


b) HCl-fixiertes Material 
Uber das Farbebild mit AO nach HClI-Fixierung gibt die Tab. 9 Aus- 


kunft. Zwischen einer Farbezeit von 15 und 45 Minuten treten keine Unter- 
schiede in der Fluoreszenz der Zellbestandteile auf. Die Kerne fiarben sich 
zwischen pH 3,3 und 6,4, das Cytoplasma zwischen pH 4,5 und pH 9,6 stets 
kupferrot an. Dieser Befund stimmt mit den Angaben von Strugger 


Tab. 9. AO-Farbung an HCl-fixierten Zwiebelepidermen nach einer Farbungszeit 
von 45 Minuten mit einer 2 Tage alten AO-Lésung. Beobachtungen im Blaulicht. 





pH | Wande | Kerne Cytoplasma 





1,8 negativ gelb gelbgriin 

2,8 $a orange | gelborange 
3,3 a kupferrot ‘i 

3,8 a ” rotorange 

4,5 ” % kupferrot 

5,3 
5,9 
6,4 7 9% 
8,1 = gelb-kupferrot, gequollen 7 
9,6 . 
10,6 = gelb orange 


” 
” 


” ” 


(1949 b) und Héfler, Todt und Luhan (1950) recht gut iiberein. Aller- 
dings erhielt Str ugger im neutralen und basischen Bereich griin gefarbte 
Kerne, wihrend ich die Kerne der von mir gemusterten Praparate doch als 
gelb bezeichnen muBte. 

Ein ganz anderes Verhalien als bei Strugger wiesen die Zellwande 
in meinen Praparaten auf. Nach 45 oder 60 Minuten langem Anfarben zeig- 
ten sie noch keine Fluoreszenz. Es ist allerdings haufig nicht leicht zu ent- 
scheiden, ob die Wand selbst oder das ihr anhaftende Cytoplasma rot 
fluoresziert. Nach sorgfaltigem Beobachten kam ich aber zu dem Eindruck, 
daB das Plasma und nicht die Wand der Trager der Fluoreszenz ist. 
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Dies bestiatigten auch Untersuchungen im Hellfeld. Es blieben die Mem- 
branen vollig farblos. Allein die Mittellamelle farbte sich bei pH 4,6; 5,3 
und 5,8, aber auch sie farbte sich nicht iiberall durchgehend. Auf den Mittel- 
lamellen fanden sich vielmehr gefarbte Knétchen perlschnurartig aufgereiht. 

Dehnte sich die Farbezeit bis zu 15 Stunden aus, so nahm auch die Wand 
zwischen pH 3,8 und pH 5,9 eine fahlrote Fluoreszenzfarbe an. 

Wurde das Epidermismaterial zunachst 5 Minuten in 5%iger HCl fixiert, 
ausgewaschen und mit 70%igem Alkohol nachfixiert und darauf 1% Stun- 
den in AO angefarbt, so blieben die Membranen auch farblos. 

Fiir das Ausbleiben bzw. die langsame und geringe Farbbarkeit der 
Wiande nach HC]I-Fixierung bieten sich mehrere Erklarungsméglichkeiten an. 

1. Die AO-Farbung der Membranen kénnte auf Anwesenheit von Pek- 
tinen (vgl. Kinzel 1953 und die nachfolgende Beschreibung iiber die 
Fluorochromierung von Zellstoffwatte) beruhen. Es miifte also eine weit- 
gehende Herauslésung der Pektine durch die HCI stattgefunden haben. 

2. Die HCl, die zur Fixierung verwendet wurde, kénnte trotz des Aus- 
waschens des Fixierungsmittels z. T. in der Epidermis, d. h. starker in den 
Kernen und im Plasma als in der Wand, verbleiben. Bekanntlich reichert 
sich, wie aus Vitalfarbungsversuchen bekannt ist, der Farbstoff im Bereich 
hoherer Aziditat an (Drawert 1948, Bartels 1954). 

Gegen die erstgenannte Annahme spricht, daf die Wande sich bei lan- 
gerer Farbezeit doch fluorochromieren lassen. Auferdem fallt auch die 
Rutheniumrotfarbung an diesem Material positiv aus. 

Ich neige zur zweiten der Erklarungsméglichkeiten. 


c) Anfarbung von Zellstoffratte 

Als Modellsubstanz fiir die Zellwande verwendete ich wie Strugger 
(1949), Kél bel (1947) und Kinzel (1953) Zellstoffwatte. Die Farbungs- 
resultate, die ich erhielt, stimmen mit Kinzels Farbeergebnis iiberein. 
Bei keinem pH konnte ich eine kupferrote Fluoreszenz der Waite nach 
AO-Farbung beobachten, selbst dann nicht, wenn ich die Watte bis zu drei 
Tagen in der AO-Lésung belief. Das Alter der AO-Lésung hatte auf dieses 
Farbeergebnis keinen Einfluf. 

Bei pH 1,6 farbten sich die Wattefasern gelb, erreichten zwischen pH 6 
und 8 ein Farbungsmaximum, wobei sie orange erschienen, und waren bei 
pH 9.4 und 10,2 gelborange (beobachtet im Blaulicht mit Gelbfilter OG 1; 
2,5 mm). Bei der benutzten Filterzusammenstellung sah die Eigenfluoreszenz 
der Fasern ganz ahnlich aus. Im UV-Licht (mit Euphos-Filter) zeigten die 
angefarbten Fasern dagegen eine intensive, blaue Fluoreszenz. Daran 
anderte ein unterschiedlicher pH-Wert nichts. Dagegen wiesen drei Tage 
mit AO bei verschiedenen pH-Werten gefarbte Fasern im UV-Licht verschie- 
dene Gelbnuancen auf und erschienen bei pH 9,4 und 10,2 schlieflich gelb- 
grin. 

Nach Kinzel (1953) ist in den nicht inkrustierten Zellwanden das 
Pektin das farbstoffbindende Agens. Auch Czaja (1934) schreibt bereits, 
es sei bekannt, .daB die Zellulose keine Affinitat zu den basischen und 
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sauren Farbstoffen in wiisseriger Lésung hat“. Nach diesem Forscher beruht 
die Farbung der nicht inkrustierten Zellwainde mit basischen Farbstoffen 
auf dem alkalischen Membraneffekt, vor allem der Mittellamellen. Der 
alkalische Membraneffekt hat wiederum seine Ursache im Vorhandensein 
einer unléslichen Ca-Verbindung (aber nicht Calciumpektinat!) in den 
Wanden. Es kénnte sich hierbei wohl um Protopektin handeln, das aller- 
dings aufer Ca-Ionen auch noch Mg- und Fe-lonen enthalten kann und 
wasserunloslich ist (vgl. Henglein 1955). Kinzel (1953) berichtet, daB 
Watie nach einem Oxydationsprozef mit NO, zu starkerer AO-Aufnahme 
und damit zur Rotfluoreszenz befahigt ist. Zellstoffwatte durchlauft aber 
am Ende des Herstellungsganges ohnehin zumeist einen BleichprozeR, d. h. 
die Fasern werden einer Oxydation durch HOCI, Cl, oder H,O, ausgeseitzt. 
Ich nehme an, da Strugger und K6lbel starker oxydierte Watte fiir 
ihre Versuche verwendeten, als sie Kinzel und ich benutzten. 


d) Hitzegetétetes Material 
Die Epidermen wurden hierbei 5 Minuten in kochendem Wasser fixiert. 
Sowohl die Wande als auch die Kerne und das Cytoplasma farbten sich 
bei bestimmter cH der Farbflotte rot an, wie Tab. 10 zu entnehmen ist. Die 


Tab. 10. AO-Farbung an hitzegetéteten Zwiebelepidermen nach einer Farbungszeit 
von 60 Minuten mit 1 Jahr bzm. 2 Tage alten AO-Lésungen. Beobachtungen im 
Blaulicht. 





Alter der Farblésung 








pH | 1Jahr | 2Tage | 1Jahr | 2 Tage 1 Jahr | 2 Tage 
Wande | Kerne | Cytoplasma 


1,7 — gelblich dkl.-gelb gelb | dkl.-gelb | gelblich 


2,8 — dkl.-gelb s dkl.-gelb a | dkl.-gelb 
ao dkl.-gelb ee | ‘i ps * 





3,8 kupferrot | kupferrot gelborange | gelborange | gelborange| kupferrot 
| 


4,6 | ra is dg | kupferrot | eS * 
5,3 | BE bs orange | ie | orange = 
5,9 kupfer ? a “i ed | Py 
6,5 negativ = kupferrot + | kupferrot 

8,2 » kupferrot »» 9 | % 

9,7 + ? PP s9 * % 


10,7 | ” ? rotorange | orange rotorange | orangegelb 





Kerne und das Cytoplasma fluoreszierten meist in nahezu demselben Farb- 
ton. Die Winde erschienen im stark sauren Gebiet nur schwach gelblich oder 
gar nicht gefarbt. Im alkalischen Milieu blieb die Wandfarbung ganz aus. 
Haufig traten im schwach sauren und im alkalischen Milieu im Plasma in- 
tensiv rot oder gelb fluoreszierende Granula auf. Héchstwahrscheinlich han- 
delte es sich hierbei um stark koagulierte Plasmateilchen. Wie eine Ver- 
gleichsfarbung mit Nilrot (nach G ut z 1956) zeigte, lagen diese Granula in 
geringerer Zahl vor, als Spharosomen vorhanden waren, und auferdem 
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waren sie gréRer als diese. Eine Nachfarbung des Nilrotpraparates mit AO 
léschte die Fluoreszenz der Sphirosomen. 

Wie aus der Tab. 10 zu entnehmen ist, befinden sich meine Firbe- 
ergebnisse mit denen von Strugger (1949b) und Héfler, Toth und 
Luhan (1950) in guter Ubereinstimmung. Die Farbezeit (15 oder 60 Minu- 
ten) scheint bei der Hitzetétung auf das Farbebild keinen EinfluB zu haben. 


e) Kaltefixiertes Material 
Die Epidermen wurden 45 bis 60 Minuten einer Temperatur von ca. 
—7° ausgesetzt. Es ergab sich nach dieser Fixierungsmethode eine gute 


Firbbarkeit mit AO. 


Tab. 11. Vergleich der AO-Farbungen nad verschiedener Fixierungsart. 





] I 
pH | Wande | Kerne | Cytoplasma 





Alkoholfixierung (nach langer Farbezeit) 








1,7 | gelb | gelb | gelblich 


y | y y 
10,7 | kupfer tief dunkelrot kupferrot 





HCl-Fixierung 





1,8 | negativ gelb gelbgriin 
| Y y 
| 


kupferrot kupferrot 
Y y y y 


10,6 | negativ gelb | orange 





Hitzetétung 





gelblich gelb gelb 
y t 
| kupferrot kupferrot 
y Y Y 
kupferrot orange orangegelb 





Kaltefixierung 





1,7 | gelb | gelb | gelblich 
| 1 | Y | y 
kupferrot | orange kupferrot 
| | 

Y y | Y | Y 

10,6 negativ | dunkelgelb oder orange kupferrot 
| oder griin | 


Die Wande farbten sich im stark sauren Milieu gelb bis orange und von 
pH 3,8 bis pH 9,6 kupferrot. Bei pH 10,6 trat keine Wandfarbung mehr auf. 

Das Cytoplasma fiarbte sich bei pH 1,7 griinlich, bei pH 2,8 gelblich und 
bei pH 3,3 dunkelgelb. Die Farbung ging dann bei geringerer cH (bis pH 9,7) 
iiber Orange in Kupferrot iiber. Bei pH 10,8 fluoreszierte das Cytoplasma 
griin. 
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Die Kernfarbung war bei pH 1,7 bereits gelb, erreichte bei pH 6,0 ihr 
Maximum mit einem Rotorange und ging bei noch geringerer cH in Gelb 
oder Griin iiber. Jedoch fiel die Kernfarbung im neutralen und alkalischen 
Bereich etwas wechselhaft aus. 

Die Tab. 11 gibt eine kurze Ubersicht iiber die AO-Farbungen der 
Zwiebelepidermis nach verschiedener Fixierung. 

Aus den Tab. 7—11 diirfte hervorgehen, daf mir nach diesen Befunden 
eine IEP-Bestimmung der Wand, des Kernes und des Cytoplasmas nicht 
méglich war. Ein Ubergang von Griin nach Gelb, wie ihn Héfler und 
Mitarb. (1950) zur IEP-Bestimmung heranziehen, trat zumeist gar nicht auf, 
und der Ubergang von Gelb nach Rot, der nach Strugger (1949b) und 
Schwantes (1952) den IEP bezeichnen soll, war so gleitend, daf ich da- 
nach teilweise zu ganz unwahrscheinlichen [EP-Werten gekommen ware. 


f) Anfarbung des Gelatine-Toluol-Modells 

Da Strugger und Héfler Farbstoffpraparate anderer Herkunft 
(Hollborn und Séhne bzw. AO stand. ,,Bayer“) als ich benuizten, fragte es 
sich, ob diese Differenzen auf die unterschiedlichen Farbstoffe zuriickzu- 
fiihren seien. Das AO von Hollborn stand mir leider nicht zur Verfiigung. 
Ich fiihrte daher noch mit meinem Farbstoff vergleichsweise Farbungen am 
Gelatine-Toluol-Modell aus, das Strugger (1949b) angibt. Auferdem 
priifte ich die Dissoziation des AO von Merck bei verschiedenem pH, indem 
ich mit Toluol ausschiittelte. 

Beobachtete man im Blaulicht mit Gelbfilter (OG 5), so durchlief die 
Gelatine von pH 1,7 bis 6,5 Farbnuancen zwischen dunkelgelb und kupfer- 
rot (UV-Licht, Gelbgriin bis Gelb, Rand rétlich gefarbt). Die intensivste 
Farbung wurde ungefahr bei pH 6,5 erreicht, wie auch K 61 bel (1947) fest- 
stellte. In den pH-Stufen 8,1; 9,6 und 10,7 war die Gelatine nur fahlrot 
gefarbt (im UV-Licht in diesen pH-Stufen keine Fluoreszenz mehr). Das 
Toluol begann bei pH 5,8 gelb (im UV-Licht blaugriin) zu fluoreszieren. Die 
kraftigste Gelbfluoreszenz erreichte das Toluol bei pH 10,7, in meiner Ver- 
suchsreihe die Pufferlésung mit geringster cH. Im UV-Licht wechselte die 
blaugriine Fluoreszenz der lipophilen Phase in ein intensives Gelbgriin 
iiber. 

Eine Griinfarbung der Gelatine im stark sauren Gebiet und eine kupfer- 
rote Fluoreszenz bei geringerer cH, wie sie das Cytoplasma zumeist im 
schwach alkalischen Bereich zeigte, konnte ich demnach mit keiner der 
benutzten Filterkombinationen beobachten. Einen Umschlag der Fluores- 
zenzfarbe von Gelb nach Rot am IEP der Gelatine, der nach meinen vorher- 
gehenden Versuchen zwischen pH 4 und 5 liegen muf, erhielt ich nicht. 


8) Ausschiitteln der gepufferten AO-Lésungen mit Toluol 
Zum Vergleich schiittelte ich frisch angesetzte und ein Jahr alte AO- 
Lésung mit Toluol aus. Die alte Farblésung schien ganz allgemein etwas 
lipophiler zu sein als die frisch hergestellte Lésung. Jedoch waren die Unter- 
schiede der Farbung zwischen frischer und alter Lésung nur geringfiigig. 
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Schiittelte ich frische Farblésung aus, so zeigte sich die erste Fluoreszenz- 
farbung im Toluol bei pH 3,8, wogegen mit alter Farblésung auch unterhalb 
von pH 3,8 eine geringe blaugriine Fluoreszenz bemerkbar war. Auch bei 
pH 10,7 wies die Toluolphase der alten Farblésung einen intensiver gelb- 
griinen Farbton auf als die der frischen AO-Loésung. 

Die Farben der lipophilen und hydrophilen Phase wurden bei Tageslicht 
und im UV-Licht nach den Ostwaldschen Farbtafeln bestimmt. Die Versuchs- 
reihe der frisch angesetzten Farblésung steht mit den Ergebnissen von 
Strugger in besserer Ubereinstimmung als die der alten Farblésung. 
Leider ist die Farbdefinition nach der Ostwaldschen Farbtafel auch eine 
recht subjektive Methode. Ich kam daher verstaindlicherweise zu etwas 
anderen Farbwerten, als sie Strugger angibt. Die von Strugger be- 
schriebenen Farbwerte sind im Vergleich zu meinen sowohl im UV- wie 
auch im Tageslicht gelber. 


Nach den erhalienen Versuchsergebnissen kénnen die Unterschiede zwi- 


schen dem von Strugger und dem von mir benutzten Acridinorange- 
praparat nicht grof sein. 


h) Schnittrand phinomen 


Die Erscheinung des ,Schnittrandphanomens“ trat am deutlichsten bei 
kurzen Anfarbungen (bis zu 1 Stunde) an kilte- und alkoholfixiertem 
Material auf, gar nicht dagegen an hitze- oder HCl-getéteten Epidermen. 
Das Auftreten des Schnittrandphanomens war an meinen Priaparaten vor 
allem fiir die Wande deutlich. Die Kerne und das Cytoplasma der Rand- 
zellen waren dagegen nur eine Farbnuance kraftiger als die Kerne und das 


Cytoplasma der Mittelfeldzellen gefarbt. Die intensivere Wandfarbung 
reichte, wie auch Hé6fler (1946) beschreibt, nur % bis % Zellange weit 
hinein. Die Breite dieses intensiver gefarbten Randes war pH-abhiangig. 
Das Schnittrandphanomen trat an meinen Praparaten ungefahr bei pH 4,5 
auf und reichte bis ins alkalische Gebiet hinein. Dieser Befund steht auch 
mit Héflers Angaben in Ubereinstimmung. 


Farbte ich langer als zwei Stunden, so war eine intensivere Farbung der 
Wande der Randzellen nicht mehr zu bemerken. Wurde dagegen sehr lange 
gefarbt (iiber 18 Stunden), so fluoreszierten die Wande der Wundrandzellen 
im sauren Milieu bis pH 4,6 gar nicht, wahrend die Wande der Zellen des 
Mittelfeldes gefarbt waren. Auch dieses Phainomen wurde bereits von 
Hoéfler (1946, 1947), allerdings fiir kiirzere Farbezeiten, beschrieben. 

Wie Hoéfler (1946) ausfiihrt, weist die Erscheinung des Schnittrand- 
phinomens darauf hin, daf die Bindung des AO in den Membranen viel 
reichlicher erfolgt. wenn das Mizellargeriist quer durchschnitten wurde, 
»wobei dem Farbstoff der direkte Zutritt zum submikroskopischen Kapillar- 
system der Zellmembran eréffnet wird. Inwieweit daneben auch chemische 
Verianderungen der schnittnahen Zellwandteile mitwirken, bleibt zu klaren*. 
Nimmt man mit Kinzel (1953) an, da die AO-Farbung nur auf das 
Pektin der Zellwande anspricht, so wird das Pektin durch den Schnitt fiir 
den Farbstoff besser zuginglich und daher intensiver gefiarbt sein. Es wird 
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das Pektin nahe den Schnittrandern aber auch besser fiir die in den sauren 
Puffern enthaltene HCl zu erreichen sein und daher einem LésungsprozeR 
zuerst zum Opfer fallen. Mit dieser Auslegung der Versuchsergebnisse 
stimmt auch die Tatsache iiberein, da sowohl nach Hitzefixierung als auch 
nach HCl-Fixierung, also den beiden Fixierungsmethoden, die das Pektin 
von vornherein angreifen, auch bei kiirzeren Farbezeiten kein Schnittrand- 
phinomen in bezug auf die Wande aufirat (vgl. Henglein 1955 iiber 


Pektine). 


Zusammenfassung 


Es wurden Farbeversuche mit dem Farbstoffpaar Saurefuchsin/Methylen- 
blau zur IEP-Bestimmung verschieden vorbehandelter Gelatine durch- 
gefiihrt. Eine Verlagerung des IEP von Gelatine zum Neutralpunkt hin ist 
nach Vorbehandlung mit Saéuren, Oxydationsmitteln und Schwermetall- 
verbindungen zu verzeichnen. Eine Verschiebung des IEP in das stiarker 
saure Gebiet durch Reduktionsmittel konnte nicht beobachtet werden. 

Das Alter der Farblésungen Saurefuchsin/Methylenblau hat einen Ein- 
flu& auf die Lage der ermittelten IEP-Werte. Mit zunehmendem Alter der 
Farbstofflésungen sinkt der gefundene IEP fiir Gelatine weiter in das star- 
ker saure Gebiet hinein ab. 

Mit geringer werdender Farbstoffkonzentration verschiebt sich der ge- 
fundene IEP von Gelatine gleichfalls ins starker saure Gebiet. 

Es wurden weiterhin voll ausdifferenzierte, alkoholfixierte Blatter von 
Helodea densa, alkoholfixierte Stiickchen der Oberepidermis der Zwiebel- 
schuppen von Allium cepa und gereinigte Gelatinefolie zur [EP-Bestim- 
mung mit elf verschiedenen Farbstoffpaaren angefarbt. Die gefundenen 
IEP-Werte variieren je nach Objekt um 0,5 bis 1,5 pH-Einheiten. 

Aus den Ergebnissen wird geschlossen, da der IEP mit Farbstoffpaaren 
nicht exakt zu bestimmen ist. Naherungswerte vermag die Methode aber 
bei der Verwendung geeigneter Farbstoffpaare zu liefern. Sie ist daher, vor 
allem in Ermangelung einer besseren Bestimmungsmethode, nicht grund- 
saitzlich abzulehnen. Es ist aber zu fordern, daB Berichten iiber [EP-Bestim- 
mungen mit Farbstoffpaaren genaue Angaben iiber Art und Herkunft der 
Farbstoffe, Farbstoffkonzentration, Farbetemperatur, Farbezeit, Alter der 
Farblésungen, Pufferungsart und Fixierungsart des Gewebes beizufiigen 
sind. 

Untersuchungen an Zwiebeloberepidermis von der Basis, der Mitte und 
der Spitze der Schuppe zeigten, da in bezug auf den IEP des Cytoplasmas 
ein Langsgradient vorhanden ist. 

Die Farbbarkeit von der Zwiebeloberepidermis mit Acridinorange wurde 
in Abhangigkeit vom pH-Wert und der Fixierungsart der Epidermis unier- 
sucht. Nach den erhaltenen Versuchsergebnissen zu schlieBen, scheint eine 
exakte IEP-Bestimmung mit Acridinorange nicht méglich zu sein. 

Es wird versucht, eine Erklairung fiir das .Schnittrandphinomen“ bei 
der Acridinorangefarbung zu geben. 
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Herrn Professor Dr. H. Drawert danke ich fiir die Anregung zu der 


Arbeit. 
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Dem Endothel der Arterien und Venen als monocellularer Grenzschicht 
zwischen GefaBwand und strémendem Blut wird fiir die Stoffversorgung 
der inneren (kapillarfreien) GefaRwandschichten durch Diffusion geléster 
Bestandteile des Blutes und fiir die Pathogenese zahlreicher Gefafverande- 
rungen eine wesentliche Bedeutung zugeschrieben. Die Permeabilitaét des 
Endothels ist daher nicht nur im Zusammenhang mit der Kapillarfunktion, 
sondern auch im Rahmen der Physiologie und Pathologie der Gefa&wand 
ein wichtiges Problem. Beim Stoffdurchtritt durch die cellulare Grenzschicht 
kann sich das Endothel nach theoretischen Erwagungen aktiv (im Sinne der 
Stoffaufnahme und -verarbeitung) oder passiv als differenziert permeable 
Membran verhalten. Beide Méglichkeiten sind im Rahmen allgemeiner 
Theorien der Endothelfunktion, sei es fiir den Kapillarabschnitt, sei es fiir 
das gesamte GefaRsystem, diskutiert worden. 

Im Sinne der Dysorie-Lehre Schiirmanns macht das Endothel durch aktive 
Zelltatigkeit die Blutfliissigkeit gewebsfahig, indem sie u. a. hdhermolekulare Blut- 
proteine zu niedermolekularen Substanzen abbaut. Krogh, Landis, Cham- 
bers und Zweifach, Danielli u. a. haben dem Endothel dagegen eine mehr 
passive Rolle zugeschrieben und als Ort des Stoffdurchtritts Poren lichtmikroskopi- 
scher Gréfenordnung, sogenannte Stigmata und Stomata (Landis), das gesamte 
Cytoplasma (Krogh) oder die sogenannte .intercellulare Zementsubstanz* 
(Chambers u. Zweifach) angenommen. 

Diese Permeabilitatstheorien gehen von bestimmten Vorstellungen iiber 
die Feinstruktur des endothelialen Cytoplasmas aus. Dem morphologischen 
Studium des Cytoplasmas kommt daher im Hinblick auf die Endothel- 
funktion besondere Bedeutung zu. Das Elektronenmikroskop hat durch Ent- 
wicklung der Diinnstschnittechnik in jiingster Zeit neue Wege zur Struktur- 
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aufklarung des endothelialen Cytoplasmas eréffnet. Entsprechende Unter- 
suchungen haben sich vor allem mit dem Endothel der Glomeruli beschaf- 
tigt und sind erst neuerdings auf das Kapillarendothel anderer Organe und 
Gewebe ausgedehnt worden (Palade). Dagegen fehlen bisher noch elek- 
tronenmikroskopische Studien iiber das Endothel der Arterien und Venen. 

Die Feinstruktur des Cytoplasmas la&t sich am Endothel der Arterien 
und Venen wegen seiner auRerordentlich geringen Schichtdicke lichtmikro- 
skopisch am besten im Flachenpraparat beurteilen. Wir haben auf 
Grund dieser Erfahrungen mit der vorliegenden 
Arbeit erstmalig die Brauchbarkeit der Hautchen- 
praparation fiir elektronenmikroskopische Unter- 
suchungen des Aortenendothels tiberpriift. Der pra- 
paratorisch eingeschlagene Weg hat sich, obwohl noch der Verbesserung 
bediirftig, als grundsatzlich gangbar erwiesen und erweitert den Anwen- 
dungsbereich des Elektronenmikroskops. 

Aus der angedeuteten Problemstellung ergeben sich fiir unsere Unter- 
suchungen folgende Fragen: 

1. Welche Schichtdicke besitzt das Cytoplasma des Aortenendothels? 

2. Welche sublichtmikroskopische Struktur ist dem undifferenzierten 
Cytoplasma (Hyaloplasma) eigen? 

3. Welche Cytoplasmadifferenzierungen und welche Cytoplasmaein- 
schliisse sind sublichtmikroskopisch erkennbar? 

4. Wie hangen die Endothelien seitlich zusammen und welche Anhalts- 
punkte fiir die Existenz einer intercellularen ..Zementsubstanz* im Sinne 
von Chambers und Zweifach ergeben elektronenmikroskopische 
Beobachtungen? 

Eine vollstandige und in jeder Hinsicht befriedigende Beantwortung die- 
ser Fragen darf durch die ersten elektronenmikroskopischen Untersuchungen 
des Aortenendothels nicht erwartet werden. Die Interpretation elektronen- 
mikroskopischer Beobachtungen an biologischem Material ist iiberdies da- 
durch erschwert, dafR mit verschiedenartigen praparatorisch bedingten 
Kunstprodukten zu rechnen ist. Das Artefaktproblem spielt daher bei cyto- 
logischen Untersuchungen im sublichtmikroskopischen Bereich eine grofe 
Rolle (Wolfarth-Bottermann). Die vorliegenden Untersuchungen 
sollen zur Klarung der damit zusammenhangenden Fragen beitragen. Dazu 
war es notwendig, den lichtmikroskopischen Befund fixierten und nicht 
fixierten Endothels zum Vergleich heranzuziehen und die Beeinflussung des 
elektronenmikroskopischen Bildes durch einige der gebrauchlichsten Fixa- 
tionsmethoden zu priifen. 


Material, Methode, Technik 


Der Verwendung des Elektronenmikroskops in der Cytologie stellten sich an- 
fangs erhebliche Schwierigkeiten entgegen, da sich nur sehr diinne Objekte bis zu 
ca. 0,1 durchstrahlen lassen. Erst die Entwicklung besonderer Diinnstschnitt- 
methoden hat die Herstellung der erforderlichen Objektdicke erméglicht. Ohne An- 
fertigung solcher Diinnstschnitte konnten bisher nur besonders diinne Einzelzellen, 
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eventuell kleine Zellgruppen oder Teile von Gewebekulturen elektronenmikrosko- 
pisch untersucht werden (Jakob u. Mahl, Porter). 

Die lichtmikroskopisch gewonnene Erfahrung, da das Endothel der grofen 
Gefafe sehr diinn ist, veranlaRte uns zu priifen, ob nicht zum mindesten das Cyto- 
plasma des geschlossenen Endothelverbandes durchstrahlbar ist. Wir haben daher 
folgende bei lichtmikroskopischen Untersuchungen bereits bewahrte Verfahren der 
Hautchenpraparation angewandt: 

1. Das Celloidinverfahren. 

Es kniipft an ein von Kotschetow angegebenes Verfahren an und ist von 
uns an anderer Stelle eingehend beschrieben (Sina pius). Die wesentlichen Punkte 
der Methode seien daher hier nur kurz skizziert: 

a) Aufspannen der Gefafstiicke auf Kork. 

b) Fixieren. 

c) Entwassern in aufsteigender Alkoholreihe bis zum Atheralkohol und Uber- 
giefen der Oberfliche mit 8%iger Celloidinlésung. 

d) Abziehen des festgewordenen Celloidins als geschlossenes Hiautchen. 

e) Ablésen des Celloidins in Ather-Alkohol. 

f) Auffangen der Endothelhautchen auf die iiblichen mit Formvar (Formvar 
1595 der Shawinigare Corporation, gelést in Dioxan) befilmten Objekttragernetze. 

2. Abschaben kleiner Stiicke des fixierten Endothels von der Oberflache mit der 
Objekttragerkante. 

Die Gegeniiberstellung dieser beiden unterschiedlichen Verfahren war fiir die 
Klarung des Artefaktproblems wichtig, weil die Celloidinmethode ohne vollstandige 
Entwasserung nicht durchfiihrbar ist, bei der zweiten Methode dagegen die Alkohol- 
einwirkung vermieden werden kann. 

Das Untersuchungsmaterial umfaft: 

1. Endothelhautchenpraparate der Schweine-Aorta. 

Das Material wurde in OsO,, Formol oder Alkohol fixiert und danach entweder 
im Celloidinverfahren (also mit vollstandiger Entwasserung) oder durch Abschaben 
von der Oberflache ohne Alkoholnachbehandlung prapariert. 

Bei der oberflachlichen Lage und der sehr geringen Schichtdicke des Endothels 
hielten wir relativ kurze Fixationszeiten fiir ausreichend. 


a) In 0,1%iger OsO,-Liésung 1 Minute 
b) Uber OsO,-Diaimpfen i—2 Minuten 
c) In 10%igem Formol 1 Minute 


Die von uns gewahlte Fixationsdauer in OsO, entspricht den Angaben von 
Romeis (fiir Einzelzellen und Ausstriche). Ahnlich kurze Zeiten hat auch Mann 
fiir ausreichend erachtet. 

Nach der Fixation in OsO, wurden die Praparate 3 Stunden in Ringerlésung 
gespiilt und dann auf die befilmten Objekttragerplattchen aufgezogen. Wir haben 
die iiblichen Bronzenetzobjekttragerplattchen benutzt, die etwa 50 Netzmaschen 
von je 2500 “? aufweisen. 

Ein Teil der Praparate wurde nach den Angaben von Palade in einer iso- 
tonischen OsO,-Lésung vom pH 7,2—7,5 fixiert und anschliefend gleichfalls fiir 
3 Stunden mit Tyrodelésung nachbehandelt. 

Wird die Fixierung des Endothels wesentlich iiber die oben angegebenen 
Zeiten hinaus ausgedehnt, dann lassen sich im allgemeinen infolge einer sehr 
festen .,Vernetzung“ des Endothels mit dem subendothelialen Gewebe keine ge- 
eigneten Hiautchenpriparate mehr abziehen. 

2. Endothelpraiparate der V. jugularis externa vom Kaninchen (Celloidin- 
hautchenmethode). 
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3. Endothelpraparate von 27 menschlichen Aorten, die ausschlieBlich in Alkohol 
fixiert und danach mit dem Celloidinverfahren, also unter vélliger Entwisserung, 
prapariert wurden. Das Material wurde den laufenden Sektionsfillen entnommen 
und stammt iiberwiegend von Individuen des héheren Lebensalters. Als Kontroll- 


falle dienten Endothelpraiparate von vier jiingeren Personen im Alter zwischen 
31 und 42 Jahren. 


Beobachtungen 


I. Allgemeine Beobachtungen 


Beide Praparationsmethoden (die Celloidinmethode und das Abschaben 
fixierter Endothelhautchen) haben fiir unsere Untersuchungen eine Reihe 
brauchbarer Endothelpraiparate ergeben, deren Cytoplasma elektronen- 
mikroskopisch gut zu durchstrahlen war. Beim Aufbringen der Endothel- 
hautchen auf die Netzobjekttrager lat es sich nicht immer vermeiden, da 
sich das Endothel faltet oder zusammenschiebt. Solche Praparate scheiden 
fiir die Untersuchung der Cytoplasma-Feinstruktur aus. Durch lichtmikro- 
skopische Vorkontrolle ist es nach einiger Ubung ohne weiteres méglich, die 
fiir die Elektronenmikroskopie verwertbaren Praparate auszuwahlen. 

Fiir das Cytoplasma gut ausgebreiteter und gut durchstrahlbarer Endo- 
thelhautchen (Abb. 3—10) kann eine Schichtdicke von 20—80 my angenom- 
men werden. 

Endothelkerne lassen sich in manchen Fallen ebenfalls (wenigstens teil- 
weise) durchstrahlen. Abb. 3 zeigt einen solchen in der Flache ovalen, sehr 
diinnen Endothelkern von der V. jugularis externa eines Kaninchens. Die 
den Kern iiberlagernde diinne Cytoplasmaschicht ist gut zu erkennen. 


Wiahrend der elektronenmikroskopischen Beobachtung pflegen nur 
dickere, eventuell gefaltete oder zusammengeschobene Stellen des Cyto- 
plasmas aufzureifen. Gut durchstrahlbare Partien bleiben dagegen wahrend 
der Beobachtungszeit bei mittlerer Intensitat unverandert. 


II. Lichtmikroskopische Beobachtungen am Endothel 
der Schweine-Aorta 


1. Das Phasenkontrast praparat 


Abb. 1 zeigt ein abgeschabtes und in Ringerlésung unter dem Phasen- 
kontrastmikroskop untersuchtes Endothelhautchen bei 1000facher VergréRe- 
rung. Die ovalen Kerne liegen, wie es fiir die Schweine-Aorta typisch ist, 
relativ dicht und lassen 2—4 Kernkérperchen erkennen. Das Cytoplasma 
erscheint teilweise homogen, an anderer Stelle etwas kérnig und ist in der 
Umgebung mancher Kerne dichter als in der Peripherie. Bemerkenswert 
ist die groRe Anzahl runder Aufhellungen verschiedener Gréfe sowohl in 
der unmittelbaren Umgebung der Endothelkerne als auch im peripheren 
Cytoplasma. Die GréRe dieser Aufhellungen, die hier als Vakuolen be- 
zeichnet werden sollen, variiert betrachtlich. Die gréRten erreichen in ihrem 
Durchmesser fast die halbe Lange kleinerer Kerne, etwa 5 u. Der Durch- 
messer der kleinsten Vakuolen liegt an der Grenze des lichtmikroskopischen 
Auflésungsvermégens, etwa bei 0.2 w. 
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2. Praparate nach Fixation und Farbung 


Abb. 2 zeigt das Bild eines Endothelhautchens, das nach OsO,-Fixation 
(0.1%ige Lésung 1 Minute) oder Formolfixation (1 Minute in 10% iger Lé- 


Abb. 1. Endothel Schweine-Aorta. Schabpriparat in Ringerlésung. Phasenkontrast. 
850fach. Vakuolen im Cytoplasma. 


sung) in Heidenhainschem Eisenhamatoxylin gefarbt wurde. Auch an diesem 
Praiparat enthalt das Cytoplasma eine groBe Zahl runder Aufhellungen 


Abb. 2. Endothel Schweine-Aorta. Fixierung OsO, 0.1% 1 Min. Eisenhématoxylin. 
1000fach. Vakuolen und perinukleire Verdichtungen im Cytoplasma. 


(Vakuolen), die in ihrer GréBe und Lage den im Phasenkontrastpriparat 
beobachteten Vakuolen entsprechen. Sie sind vielfach von einem intensiver 
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gefarbten Randsaum umgeben. Im perinukleairen Bereich ist das Cyto- 
plasma deutlich stirker angefarbt (verdichtet). Man sieht auBerdem teils 
zwischen den Kernen, teils ungeordnet innerhalb des iibrigen Cytoplasmas 
Linien, die ein unvollstandiges mosaikahnliches System bilden. 


Abb. 3. Endothel V. jug. ext. Kaninchen. Celloidinhautchen. Elektronenbild 3750fach. 
Durchstrahlbarer Kern, netzige Cytoplasmastruktur (Fixationsartefakt). 


Um iiber die Natur der Vakuolen Aufschlu® zu gewinnen, wurde eine 
Anzahl von Priparaten mit Sudanschwarz auf Lipoide und mit Bestschem 
Carmin auf Glykogen gefarbt. Beide Farbungen fielen negativ aus. Weder 
die Vakuolen noch andere Teile des Cytoplasmas lassen sich mit den ge- 
nannten Farbemethoden anfarben. 


Ill Elektronenmikroskopische Beobachtungen am 
Endothel der Schweine-Aorta 


1. An abgeschabten Hautchen nach kurzer Fixation iiber OsO,-Dampfen 
oder in 0.1%iger OsO,-Lésung oder in 10%igem Formol. 

Abb. 4 zeigt die Grundstruktur des Cytoplasmas nach Fixation iiber 
OsO,-Dampfen (2 Minuten) bei 12.500facher VergréRerung. In der rechten 
unteren Ecke des Bildausschniites ist eben der Rand eines Endothelkernes zu 
sehen. Das Cytoplasma weist zahlreiche teils scharf, teils unscharf begrenzte 
runde Aufhellungen auf. die wechselnd gut durchstrahlbar. aber optisch 
nicht vollig leer sind. Die geringste Massendicke besitzen die gréBeren Auf- 
hellungen, wahrend die kleineren in der Regel weniger gut durchstrahlbar 
sind. Der Durchmesser dieser Aufhellungen liegt zwischen 50 und 300 mu. 
Das iibrige Cytoplasma kann um die Aufhellungen einen dichteren Rand- 
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saum bilden. Man sieht auferdem rundliche oder unregelmafig gestaltete 
Verdichtungen ohne scharfe Begrenzungen. An anderen Praparaten lassen 
sich auch strangférmige, ebenfalls unscharf begrenzte Verdichtungen be- 
obachten. Haufig ist das Cytoplasma auch in der Umgebung des Kerns ver- 
dichtet. 

Innerhalb des wechselnd stark aufgehellten oder verdichteten Cyto- 
plasmas lassen sich keine distinkten Partikel sublichtmikroskopischer 
GréBenordnung erkennen. 


Abb. 4 
Abb. 4. Endothel Schweine-Aorta. Fixierung OsO,-Dampfe 2 Min. Schabpriaparat. 
Elektronenbild 12.500fach. Vakuolige Aufhellungen im sonst homogenen Hyalo- 
plasma. 


Abb. 5. Endothel Schweine-Aorta. Fixierung Formol 10% 1 Min. Schabpriiparat. 
Elektronenbild 12.500fach. 


Abb. 5 zeigt nach kurzer Formolfixation des Endothelhautchens ein ganz 
ihnliches Bild des endothelialen Cytoplasmas. Die Zahl der Aufhellungen 


ist hier wesentlich geringer, ihr Durchmesser aber gréBer. In der unteren 
Bildhalfte ist eine von einem dunkleren Randsaum umgebene Aufhellung 
von etwa 1 w Durchmesser zu sehen. Das iibrige Cytoplasma ist zum Teil 
strangformig, zum Teil mit runder unscharfer Begrenzung verdichtet. Die 
feinsten Aufhellungen des cytoplasmatischen Zusammenhangs liegen auch 
hier in der GréRenordnung von etwa 50 mu. 
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2. An Celloidinhaiutchenpriparaten (OsO,- und Formolfixation mit 
nachfolgender Alkoholeinwirkung oder Alkoholfixation). 

Alle mit Alkohol behandelten Praparate zeichnen sich durch eine be- 
sondere Cytoplasmastruktur aus, und zwar unabhangig davon, ob der 
Alkoholeinwirkung eine kurze Fixation in OsO, oder Formol voraus- 
gegangen ist. 

Abb. 6 und 7 zeigen den Grundtyp des in Alkohol fixierten oder mit 
Alkohol nachbehandelten Cytoplasmas. Man sieht ein grobes Netzwerk, 


Abb. 6. Abb. 7. 

Abb. 6. Endothel Schweine-Aorta. Fixierung Formol 10% 1 Min. Celloidinhéutchen 
(Alkohol-Nachbehandlung!). Elektronenbild 12.500fach. Netzige Cytoplasmastruk- 
tur, perinukleire Verdichtungen. 

Abb. 7. Endothel Schweine-Aorta. Alkoholfixierung. Celloidinhaéutchen. Elektronen- 
bild 12.500fach. Grobnetzige Cytoplasmastruktur, undurchstrahlbare perinukleadre 
Cytoplasmaverdichtungen. 


dessen Maschen rund oder rundoval sind. Die GréBe der Maschen liegt 
zwischen 50 und 500 mu und enispricht damit etwa den oben beschriebenen 
Vakuolen. Fast immer findet sich das Cytoplasma perinuklear erheblich 
verdichiet und ist dort z. T. véllig undurchstrahlbar. Abb. 6 und 7 zeigen 
deutlich, daB das cytoplasmatische .,.Retikulum* im peripheren Anteil bes- 
ser durchstrahlbar ist als im perinukleairen Bereich. Der Durchmesser der 
Maschen nimmt gewohnlich nach der Peripherie zu. Aufer der perinuklearen 
Verdichtungszone sieht man haufig auch unregelmaBig strangférmige, 
manchmal verzweigte cytoplasmatische Verdichtungen. 
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SchlieRlich finden sich innerhalb des cytoplasmatischen ..Retikulums* 
rundliche oder langliche, oft scharf begrenzte Verdichtungen, die als 
distinkte Teilchen imponieren. Sie sind, wie Abb. 6 zeigt, meist véllig un- 
durchstrahlbar. 


IV. Elektronenmikroskopische Beobachtungen am 
Aortenendothel des Menschen 

Die Endothelhautchen menschlicher Aorten wurden aus auBeren Griin- 
den ausschlieBlich in Alkohol fixiert und mit der Celloidinmethode prapa- 
riert. Dabei ergab sich die 
gleiche netzige Grundsiruktur 
des Cytoplasmas, wie sie oben 
fiir das in Alkohol fixierte 
oder mit Alkohol nachbehan- 
delte Endothel der Schweine- 
Aorta beschrieben wurde. Um 
Wiederholungen zu vermeiden, 
sollen daher hier nur diejeni- 
gen Besonderheiten angefiihrt 
werden, durch die sich manche 

Endothelhautchenpraparate 
der menschlichen Aorta aus- 
zeichnen. 

1. An den Endothelprapa- 
raten von 23  menschlichen 
Aorten waren lichtmikrosko- 
pisch staubférmige, fein- oder 
grobschollige Cytoplasmaein- 
schliisse meist in vielkernigen, 
seltener in einkernigen Endo- 
thelien nachzuweisen, die sich 
mit Héamatoxylin gut anfar- 
ben lassen und mit basischen 
Anilinfarben (Toluidinblau, 
Thionin, Kresylviolett) eine 
orthochromatische _Farbreak- 
tion geben. 


Abb. 8. Aortenendothel, 71jaéhriger Mann. Al- 
koholfixierung. Celloidinhautchen. Elektronen- 
bild 5550fach. Cytoplasmaeinschliisse. 


Diese Einschliisse im endothelialen Cytoplasma lassen sich auch elek- 
tronenmikroskopisch ausgezeichnet als distinkte Teilchen darstellen, da sie 
véllig undurchstrahlbar, also auRerordentlich dicht und in der Regel scharf 
vom iibrigen Cytoplasma abgegrenzt sind. Abb. 8 zeigt vorwiegend runde 
oder ovale, seltener polymorphe Einschliisse. Elektronenmikroskopisch 
lassen sich auch kleinste Einschliisse mit einem Durchmesser von ca. 100 mu 
beobachten. 

2. Eine zweite Besonderheit der Cytoplasmastruktur einiger Praparate 
von zwei menschlichen Aorten zeigen Abb. 9 und 10, und zwar ein zu- 
sammenhiangendes System fadiger oder strangférmiger Cytoplasmaver- 





D. Sinapius und W. Schreil 


Abb. 9. Aortenendothel, 7ijahriger Mann. Alkoholfixierung. Celloidinhéutchen. 
Elektronenbild 3000fach. 


Abb. 10. Aortenendothel, 71jahriger Mann. Alkoholfixierung. Celloidinhautchen. 
Elektronenbild 12.500fach. Strangférmige periphere Cytoplasmaverdichtungen. 
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dichtungen, deren maximale Breite 0.2—0,5 w betragt. Stirkere VergréRe- 
rungen lassen erkennen, daf sie durch feine Strange und Faden in das 
umgebende Cytoplasma kontinuierlich iibergehen oder sich in mehrere 
feinere Cytoplasmastrainge aufteilen (Abb. 10). Stellenweise sind die 
peripheren Cytoplasmaverdichtungen auch durch kleine Liicken unter- 
brochen. Abb. 9 zeigt, daB® sie dicht an den Kernen vorbeifiihren kénnen. 


Beurteilung und Diskussion 
1. Die Schichtdicke des Endothels 

Die Permeabilitit des GefaRendothels ist u. a. auch von seiner Schicht- 
dicke (Héhe) abhiangig. Das Schrifttum enthalt hieriiber. abgesehen von 
allgemeinen Feststellungen iiber die platte, kubische oder zylindrische 
Form der Endothelien, nur vereinzelt genauere Angaben. Nach Krogh 
soll z. B. das Kapillarendothel eine Héhe von 0,8 4 besitzen. Die aus 
unseren elektronenmikroskopischen Beobachtungen erschlossene Schichi- 
dicke des endothelialen Cytoplasmas (Schweine-Aorta) kann jedoch noch 
erheblich geringer sein und etwa den zehnten Teil des von Krogh ange- 
gebenen Wertes betragen. Weitere Untersuchungen werden zeigen miissen, 
in welcher GréRenordnung die Schichtdicke des Endothels variieren kann 
und welche Verhaltnisse fiir die Kapillarendothelien gelten. 

Angaben iiber .kubische* und .zylindrische* Endothelien sind mit grofer 
Kritik zu beurteilen, da (wie bereits friiher betont) an Schnittpraparaten der 
GefaBwand gekippte und daher in Wirklichkeit flach aufliegende Endothelien 
solche Formen vortiuschen kénnen. 


2, Der lichtmikroskopische Befund 

Benninghoff_ beschreibt den Zelleib ausgereifter Kapillarendothelien als 
.scheinbar homogen und durchsichtig*. Das Cytoplasma soll um den Kern an- 
gehauft bzw. verdichtet sein, nach den Randern diinner werden und in der Kern- 
umgebung eine feinkérnige Verdichtung erkennen lassen (Benninghoff, 
Efskind, Scelkunow). Rouget hat an Kapillarendothelien perinuklear 
ein feinschaumiges Cytoplasma, Benninghoff am Endothel kleiner Venen 
vakuolenahnliche Aufhellungen beschrieben. Ferrara hat am _endothelialen 
Cytoplasma eine leichte Basophilie und fadige Strukturen. Zimmermann an 
Endothelien kleiner Nierenvenen der Katze netzformige Cytoplasmaverdichtungen 
festgestellt. 

Nach eigenen lichtmikroskopischen Untersuchungen ist auch das Cytoplasma 
des Rinder-Aortenendothels in der Kernumgebung verdichtet und enthalt haufig 
zahlreiche Vakuolen. Vakuolen konnten auch an nicht fixierten Endothelien der 
Rinder-Aorta im Phasenkontrastpriparat beobachtet werden (Sina pius). 


Perinukleaire Verdichtungen sind auch am endothelialen Cytoplasma der 
Schweine-Aorta ein konstanter Befund und vakuolige Aufhellungen des 
Cytoplasmas kénnen Ortlich in grofen Mengen und verschiedener GréRe 
auftreten (Abb. 1 und 2). Da solche Vakuolen auch im sublichtmikroskopi- 
schen GréRenbereich zu beobachten sind (Abb. 4 und 35), verdienen sie 
unsere besondere Beobachtung. 


Vakuolen sind nach allgemein-pathologischen Vorstellungen Ausdruck einer 
Stérung des Wasserhaushaltes der Zelle. bei der das Wasser infolge Uber- 
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saittigung oder durch Herabsetzung seiner Bindung an die Polypeptide des Cyto- 
plasmas in Tropfenform lichtmikroskopisch sichtbar wird (Biichner). Vakuolen 
in diesem Sinne sind an zahlreichen Parenchymzellen, z. B. der Leber, der Niere 
und am Herzmuskel, bekannt und durch chemische Einwirkung auch im Tier- 
versuch erzeugt worden (Biichner, Altmann, Kettler). 
Cytoplasmavakuolen durch Bildung von Wassertrépfchen kénnen aber auch 
als reversible Zustandsinderungen am lebenden Plasma durch chemische Ein- 
wirkungen oder mechanische Reizung entstehen (sogenannte .,vitale Entmischungs- 
vorgange” Zeiger) oder durch den Fixationsvorgang hervorgerufen werden. 
Neuerdings berichten Palade und Rinehart iiber elektronenmikroskopische 
Beobachtungen feinster Blaschen im Cytoplasma von Kapillarendothelien, die mit 
dem Fliissigkeitsdurchtritt durch das Endothel zusammenhangen sollen (Palade). 


Die von uns bis in den sublichtmikroskopischen GréRenbereich beobach- 
teten Cytoplasmavakuolen stellen sicher keinen Fixationsartefakt dar, da 
sie auch an unfixierten Praparaten zu sehen sind. Dagegen |aBt sich vorerst 
nicht sicher entscheiden, ob die Vakuolen durch den Praparationseingriff 
(mechanische Ablésung von der GefaBwand, Verbringen in eine isotonische 
Lésung) hervorgerufen werden Bevor diese Frage nicht eindeutig geklart 
ist, erscheint es uns zwecklos, die eventuelle Bedeutung der Vakuolen fiir 
Permeabilitat und Stoffwechsel des Endothels zu diskutieren. 


3 ZumArtefaktprobleminder Elektronenmikroskopie 


Bei unseren Untersuchungen sind (abgesehen von Strukturanderungen 
wihrend der Beobachtung im Elektronenmikroskop) Eintrocknungsarte- 
fakte (infolge Lufttrocknung der Praparate auf den Objekttragerplatt- 
chen) und Fixationsartefakte denkbar. 

Eintrocknungsartefakte als retikulare, fibrillare und granulare Struk- 
turen, wie sie Wolfarth-Bottermann bei seinen Modellversuchen 
zum Artefaktproblem festgestellt hat, sind bei der von uns gewihlten 
Priparationsmethode offenbar nicht aufgetreten. Von gréBerer Bedeutung 
fiir die Beurteilung elektronenmikroskopischer Bilder ist die Frage der 
Fixationsartefakte. 


Nach grundlegenden Untersuchungen von Bretschneider haben sich OsO, 
und Formol, schwach eiweiffallende Substanzen, als die besten Fixationsmittel 
fiir elektronenmikroskopische Priaparationen erwiesen. Die Uberlegenheit der 
OsO,-Fixation fiir die Elektronenmikroskopie ist inzwischen allgemein an- 
erkannt (Sjéstrand, Palade, Porter). Sie beruht darauf, da OsO, von 
allen bekannten Fixationsmitteln die geringste eiweiffallende Wirkung_ besitzt. 
keine nennenswerte Schrumpfung des Materials bewirkt. die Fettstoffe und Lipoide 
weitgehend stabilisiert (Zeiger) und daher das Strukturbild der Zelle am lebens- 
ahnlichsten erhalt. Nach den Erfahrungen von Bretschneider, Porter u. a. 
soll Formol als ebenfalls wenig eiweiffallendes Fixationsmittel dem OsO, zum 
mindesten bei bestimmten Objekten nur wenig nachstehen. Alle anderen Fixa- 
tionsmittel wurden von Bretschneider als bedeutend ungiinstiger befunden. 
Die durch Dehydratation und Eiweiffallung zu starker Schrumpfung und Struk- 
turvergréberungen fiihrende Wirkung des Alkohols wird besonders betont. 


Wir kénnen auf Grund unserer Erfahrungen bestiatigen, daf sich OsO,- 
und Formolfixation fiir die elektronenmikroskopische Untersuchung des 
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Endothels gut eignen, da sie offenbar keine nennenswerten Strukturver- 
gréberungen hervorrufen. OsO, und Formol haben sich an unserem Ma- 
terial als gleich brauchbar erwiesen. 

Dagegen wird die Cytoplasmasiruktur durch Alkoholeinwir- 
k ung tiefgreifend verandert. Dehydratation und Eiweiffallung rufen eine 
»retikulare“ Struktur und eine erhebliche Verdichtung des Cytoplasmas 
in der perinukleadren Zone hervor, und zwar auch dann, wenn zuvor kurz 
in Formol oder OsO, fixiert wurde. Damit werden die alten Angaben 
Apathys und A. Fischers bestatigt, da& keine Fixation beendet ist, 
ehe das Objekt in 96%igen Alkohol gebracht wurde. 


Palade hat neuerdings die Anwendung einer isotonischen OsO,-Lésung vom 
pH 7,2—7.5 empfohlen und glaubt damit eine Reihe von Artefakten (u. a. auch 
.Vakuolen*) vermeiden zu kénnen, wenn die Nachbehandlung mit Tyrodelésung 
erfolgt. Diese Mitteilung steht im Widerspruch zu Alteren Schrifttumsangaben 
(Berg, v. Tellyesniczky u. a.), nach denen die Verwendung isotonischer 
Fixationsmittel zwecklos sei. Werner hat vor einer Uberschaétzung der H-Ionen- 
konzentration im Fixationsmittel gewarnt. 


Wir konnten uns nicht davon iiberzeugen, da® die von Palade an- 
gegebene Fixationsmethode in isotonischer OsO,-Lésung vom pH 7.2 an- 
ders wirkt als die bisher iibliche nichtisotonische Lésung. Die Angaben 
Palades bediirfen unseres Erachtens weiterer Nachpriifung. 


4,.Das Hyaloplasma des Endothels im Elektronen- 
mikroskop 


Der im Hell- und Dunkelfeld optisch leer erscheinende Hauptanteil des Cyto- 
plasmas wird bekanntlich auch als Hyaloplasma bezeichnet. Uber die Struktur 
des Hyaloplasmas existiert eine Reihe von Theorien, die einen Grundtyp der 
Cytoplasmastruktur pflanzlicher und tierischer Zellen annehmen. Wolfarth- 
Bottermann hat sich mit diesen Theorien in jiingster Zeit kritisch ausein- 
andergesetzt. Er gelangt dabei zu dem Ergebnis, daf die angeblichen Ultrastruk- 
turen im Sinne der Biosomentheorie Leh manns, der Chromidienlehre Monnés 
und der Leptonentheorie Bretschneiders zum gréften Teil Praparations- 
artefakte darstellen und da das undifferenzierte Protoplasma im sublichtmikro- 
skopischen Bereich keine geordneten Strukturen erkennen la&t, die als charakte- 
ristisch fiir den lebenden Zustand gelten kénnen. 


Granulire, filamentése, fibrillire und retikulare Strukturen (etwa im 
Sinne eines gleichmaRigen ,Leptonengitters* mit einem Maschendurch- 
messer von 330—600 A nach Bretschneider) konnten wir bei 12.500- 
facher VergréRerung der in OsQO, fixierten Praparate nicht feststellen. 
Unsere Beobachtungen sind daher geeignet, die Meinung Wolfarth- 
Bottermanns zu bekraftigen, nach der das Cytoplasma (Hyaloplasma) 


im sublichtmikroskopischen GréRenbereich keine geordneten Strukturen er- 
kennen laRt. 


5. Das Problem cytoplasmatischer Poren 


Poren lichtmikroskopischer Gréfenordnung wurden u. a. zuerst von Cohn- 
heim, spiter von Arnold und Kolossow angenommen und bilden die Grund- 
Protoplasma, Bd. XLVII/1—2 16 
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lage zur Permeabilitaétstheorie von Landis. Die Annahme solcher Bildungen 
stiitzte sich auf den Befund bei der Frischversilberung, die in manchen Fallen an 
den Kreuzungsstellen der Silberlinien scharf begrenzte, nach eigenen Erfahrungen 
bis zu 10“ im Durchmesser messende sogenannte ,,Stigmata* und ,Stomata“ er- 
kennen 1a8t. Die Existenz solcher priformierter Offnungen des cytoplasmatischen 
Zusammenhangs ist von verschiedenen Seiten bezweifelt oder verneint worden 
(Benninghoff, Sinapius, Linzbach, Subbotin). 


Durch unsere elektronenmikroskopischen Beobachtungen laRt sich nun- 
mehr bestatigen, daf konstante Liicken lichtmikroskopischer GréRenord- 
nung am Endothel im Regelfall nicht existieren. Bei den erwahnten .,Stig- 
mata“ und ,Stomata“ diirfte es sich um Kunstprodukte handeln, die mit 
echten Offnungen nichts zu tun haben. 

Krogh und Danielli haben angenommen, daf sich der Stoffdurch- 
tritt durch das Endothel nicht auf dem Wege praformierter Offnungen 
mikroskopischer GréRenordnung im Sinne der ,Stigmata und Stomata“, 
sondern durch das gesamte Cytoplasma vollzieht. Da nun das Endothel 
nicht nur fiir Wasser und Elektrolyte, sondern unter Umstanden auch fiir 
Kolloide (Makromolekiile) durchlassig ist, erhebt sich die Frage nach even- 
tuellen Poren sublichtmikroskopischer Gréfenordnung. 

Auch solche Poren konnten bei unseren elektronenmikroskopischen Unter- 
suchungen nicht nachgewiesen werden. 


Dabei sind aber folgende Schwierigkeiten zu bedenken: 

1. Die Darstellbarkeit sublichtmikroskopischer Poren im Zusammenhang des 
Cytoplasmas hangt entscheidend von ihrem Durchmesser im Verhaltnis zur Schicht- 
dicke des Praparates ab. Nehmen wir bei unseren Priparaten z. B. eine Schicht- 
dicke von 500 A an, dann waren Poren von etwa 50—100A nur dann festzustellen. 
wenn sie als starre Réhren einen annahernd senkrechten Durchblick gestatten. Die 
Existenz eines solchen ,,Réhrensystems* ist aber bei der auferordentlichen Ver- 
formbarkeit des Cytoplasma-Gels von vornherein unwahrscheinlich. Bei jedem 
Abweichen vom senkrechten Verlauf kénnten aber eventuelle Poren der erwahnten 
Gréfenordnung nicht mehr optisch leer in Erscheinung treten. 

2. Die GréRe cytoplasmatischer Poren kann sich unterhalb der Grenze des 
elektronenmikroskopischen Auflésungsvermégens fiir gewisse biologische Objekte 
bewegen und dann auch bei geringster Schichtdicke nicht mehr zu erfassen sein. 

3. Es ist zu bedenken. daf sich der Dehnungsgrad des elastisch verformbaren 
Cytoplasmas im Leben mit jeder systolischen Dehnung der Aorta periodisch andert. 
die untersuchten Endothelhautchen sich dagegen im Zustand postmortaler Retrak- 
tion befinden. 


Aus dem fehlenden Nachweis sublichtmikroskopischer Poren des Cyto- 
plasmas bei unseren Untersuchungen darf also nicht geschlossen werden, 
da solche Poren nicht existieren oder in einem bestimmten Funktions- 
zustand des GefaRes auftreten kénnen. 


6. Zur Frage des ,endoplasmatischen Retikulums* 


Innerhalb des Hyaloplasmas vieler Zellen sind zuerst nach Fixierung und Fir- 
bung neuerdings auch elektronenmikroskopisch besondere Strukturen als Netzwerk. 
Korner, Faden oder Lamellen dargestellt worden, die wegen ihrer vermutlichen 
Bedeutung fiir den Stoffwechsel dieser Zellen auch als ..Ergastoplasma* bezeichnet 
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werden. Porter beschreibt an Zellen aus Gewebekulturen, neuerdings auch an 
Diinnstschnitten ein .endoplasmatisches Retikulum“, das sich im gefarbten Pra- 
parat lichtmikroskopisch durch Basophilie (Chromophilie) und cytochemisch durch 
einen hohen Gehalt an Ribonukleinsaéuren auszeichnen soll. Porter hat das endo- 
plasmatische Retikulum auch an Endothelien in der Gewebekultur gesehen, gibt 
aber nicht an, ob er damit tatsdchlich Gefafendothelien meint, und verschweigt 
auch, daf Endothelien in der Gewebekultur nach bisherigen Erfahrungen regel- 
mafig zu Fibroblasten auswachsen. Mit verlangerter Fixationsdauer in OsQ, soll 
das endoplasmatische Retikulum immer deutlicher hervortreten. Porter erklart 
diese Erscheinung durch die Annahme, daf durch langere OsO,-Fixation ein Teil 
der Proteine des Cytoplasmas abgebaut und mit der nachfolgenden Spiilung 
(Tyrodelésung) extrahiert werde. Damit soll der stabilere Anteil des Cytoplasmas, 
nimlich das ,endoplasmatische Retikulum“, gleichsam als Skelett deutlicher hervor- 
treten. Nach neuesten Untersuchungen von Bahr 1la&t sich die Extraktion eines 
Teiles organischer Substanz nach OsO,-Fixation und Spiilung (teilweise bis zu 60% 
des Trockengewichts!) demonstrieren. 


Die von uns beobachteten perinukledren Verdichtungen des Cytoplas- 
mas kénnen wohl den endoplasmatischen Strukturen Porters gegeniiber- 
gestellt werden. Sie zeigen aber nur nach Alkoholeinwirkung eine dem 
.endoplasmatischen Retikulum“ ahnliche Netzform, die wir als Artefakt 
durch Dehydration und Schrumpfung auffassen muBten. 

Wir kénnen daher die Méglichkeit, daf das ,endoplasmatische Retiku- 
jum“ auf einer ahnlichen fixationsbedingten Artefaktbildung beruht, nicht 
von der Hand weisen. 


Ob: sich ein .endoplasmatisches Retikulum* im Sinne Porters auch 
am Aortenendothel nach langerer OsO,-Fixation durch abgestufte Extrak- 
tion von Teilen des Cytoplasmas darstellen la&t, bleibt zu untersuchen. 
Wir haben bei unserer Préparation bewuft jede Uberfixation vermieden. 
Nach Mann und Romeis ist fiir die Fixation diinner Zellverbande 
(Ausstriche usw.) eine Zeit von %—1 Minute in OsO, ausreichend — eine 
Erfahrung, die wir bestitigen kénnen. Wenn man mit Porter Einzel- 
zellen der Gewebekultur 10 Minuten iiber OsO,-Dampfen fixiert und diese 
Zeit bis zu 24 Stunden steigert, dann bedeutet dies tatsachlich eine erheb- 
liche Uberfixation. 


7. Zur Frage der Mitochondrien 


Ob die Zellen héherer Tiere regelmafig Mitochondrien enthalten, ist noch nicht 
mit Sicherheit entschieden (Gersch). An den BlutgefaBendothelien hat Efskind 
Mitochondrien beschrieben, ohne sie jedoch mikrophotographisch iiberzeugend 
wiederzugeben. Mitochondrien als fadenférmige Gebilde verschiedener Linge hat 
in jiingster Zeit auch Porter an Endothelien in der Gewebekultur beschrieben. 
Da aber fiir die Gewebekultur besondere Verhaltnisse gelten, lassen sich seine 
Beobachtungen zum mindesten nur unter Vorbehalt zum Vergleich heranziehen. 
Dagegen sind an den Kapillarendothelien von Skelettmuskeln des Herzens, des 
Darmes und des Pankreas neuerdings von Palade Mitochondrien elektronen- 
mikroskopisch nachgewiesen worden. 


Es ist uns am Aortenendothel bisher weder licht- noch elektronenmikro- 
skopisch gelungen, konstante Gebilde bestimmter Form und GréfRe dar- 


16* 
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zustellen, die als Mitochondrien bezeichnet werden kénnten. Da Mitochon- 
drien jedoch nach allen bisherigen Erfahrungen auferordentlich labil und 
formveranderlich sind, kénnen wir aus diesen Feststellungen noch keine 
endgiiltigen Schliisse ziehen. Die Suche nach Mitochondrien wird fort- 
gesetzt. 

8. Sonstige Cytoplasmaeinschliisse 


Die einzigen bisher eindeutig nachgewiesenen endothelialen Cytoplasma- 
einschliisse sind am Aortenendothel des Menschen im mittleren und héheren Lebens- 
alter bekannt (Linzbach, Sinapius, Hort). Hort halt die vorwiegend in 
mehr- oder grofkernigen Aortenendothelien auftretenden Einschliisse fiir neutrale 
Glykoproteide, deren Genese nach wie vor unklar ist. Eigene systematische Unter- 
suchungen iiber Charakter und Entstehung dieser Einschliisse sind noch nicht abge- 
schlossen. 


Die Cytoplasmaeinschliisse des menschlichen Aortenendothels lassen sich 
als voéllig undurchstrahlbar auch elektronenmikroskopisch ausgezeichnet 
darstellen — und zwar teilweise auch im sublichtmikroskopischen GréRen- 
bereich. Irgendwelche Beziehungen der Einschliisse zu praformierten Zell- 
organellen (etwa zu Mitochondrien) konnten naturgemaéf nicht nachge- 
wiesen werden, da der sichere Nachweis von Mitochondrien am Aorten- 


endothel bisher noch fehlt. 


9. Zur Frage der Zellgrenzen 


Als ..Zellgrenzen* des Endothels sind zu unterscheiden: 

a) Die Grenzschicht (Plasmahaut?, Phasengrenze?) des Cytoplasmas 
nach dem strémenden Blut hin, 

b) die Grenzschicht zwischen Endothel und subendothelialem Gewebe, 

c) eventuelle Grenzstrukturen im seitlichen Zusammenhang des ge- 
schlossenen Endothelverbandes. 

Die obere und die untere Grenzschicht des endothelialen Cytoplasmas 
lassen sich elektronenmikroskopisch nicht erfassen und sollen daher hier 
auRer Betracht bleiben. 

Der seitliche Zusammenhang des Blutgefafendothels innerhalb des geschlossenen 
Verbandes ist ein im Schrifttum viel diskutiertes Problem und bis heute nicht 
befriedigend geklart. Die Abgrenzung einzelner Zellen innerhalb dieses Verbandes 
ging von der Beobachtung aus, daf sich durch die sogenannte Frischversilberung 
(Einwirkung schwacher Silbernitratlésung auf frisches, nicht fixiertes Material) ein 
feines Liniennetz darstellen laBt. Diese Linien werden seither mit den sogenannten 
.Zellgrenzen* identifiziert, ohne da® iiber Charakter und Bedeutung solcher ..Zell- 
grenzen“ im geschlossenen Verband Klarheit geschaffen werden konnte. 

V. Recklinghausen hat entsprechend dem Silberlinienbefund eine .,Kitt- 
substanz“ zwischen den einzelnen Endothelien postuliert, die nach Arnold durch 
einen fliissigen oder zéhweichen, auf jeden Fall nicht sehr dichten Aggregatzustand 
ausgezeichnet sein soll. Chambers und Zweifach griinden ihre Permeabilitits- 
theorie auf die Annahme, daf sich der Stoffdurchtritt durch die .intercellulire 
Zementsubstanz* des Endothels vollzieht. 


Die Hell-Dunkel-Verteilung des elektronenmikroskopischen Bildes hangt 
von der wechselnden Dichte und Schichtdicke des Objektes ab. Kittsub- 


stanzen oder intercellularer Zement im Sinne von Arnold oder Cham- 
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bers und Zweifach miiften sich daher elektronenmikroskopisch nach- 
weisen lassen, wenn sie sich durch ihre geringere Massendicke auf Grund 
einer besonderen stofflichen Zusammensetzung signifikant vom iibrigen 
Cytoplasma unterscheiden. Unsere elektronenmikroskopischen Unter- 
suchungen des Aortenendothels haben eine solche Substanz nicht feststellen 
lassen. Wir halten es daher in Ubereinstimmung mit Linzbach und 
Subbotin fiir unwahrscheinlich, da eine Kittsubstanz (Zementsubstanz) 
am Gefafendothel iiberhaupt existiert. 

Auch andere Grenzstrukturen im seitlichen Zusammenhang des Endo- 
thels, etwa im Sinne einer Zellmembran oder einer Plasmahaut als Aqui- 
valent der ,,Silberlinien*, lieBen sich elektronenmikroskopisch an OsO,- 
und formolfixierten Praiparaten nicht feststellen. Das bedeutet nicht, daB 
solche Strukturen fehlen miissen, sondern besagt nur, da sie sich (wenn 
sie wirklich vorhanden sein sollten) durch ihre Dichte nicht wesentlich 
vom iibrigen Cytoplasma unterscheiden. 


Periphere Cytoplasmaverdichtungen, die nach ihrer Lage und Anord- 
nung seitlichen Grenzstrukturen des Endothels entsprechen kénnten, haben 
wir nur an den Priparaten von zwei menschlichen Aorten beobachtet, die 
in Alkohol fixiert und daher stark dehydratisiert und geschrumpft waren. 
Die beobachteten Cytoplasmaverdichtungen sind also méglicherweise 
Fixationsartefakte. Da wir vom gleichen Material leider keine in OsO, 
oder Formol fixierten Vergleichspraparate zur Verfiigung hatten, kénnen 
wir hieriiber nicht sicher entscheiden. Wir finden vorerst auch keine Er- 
klarung dafiir, daR die Verdichtungen an keinem der in Alkohol fixierten 
Praparate tierischen Aortenendothels zu sehen waren. 


Zusammenfassung 


1. Die Cytoplasmastruktur des Aortenendothels des Menschen, von 
Schweinen und Kaninchen wurde an Hautchenpraparaten elektronenmikro- 
skopisch untersucht. Das Cytoplasma erwies sich dabei in vielen Fallen 
als so diinn, daf es sich elektronenmikroskopisch gut durchstrahlen lief 
(Schichtdicke 20—80 my). In einzelnen Fallen waren auch die Endothelkerne 
durchstrahlbar. 


2. Nach OsO,- und Formolfixation lat das Cytoplasma elektronen- 
mikroskopisch zahlreiche rundliche Aufhellungen von 50 my bis 1 « Durch- 
messer erkennen, die als Vakuolen (Wassertrépfchen) aufgefaRt werden. 
Die Vakuolen sind keine Fixationsartefakte, da sie sich lichtmikroskopisch 
auch am unfixierten Praparat beobachten lassen. 

3. Durch jede Alkoholeinwirkung wird die Cytoplasmastruktur unab- 
hangig von vorangegangener Fixation in OsO, oder Formol infolge Dehy- 
dratation und Eiweiffallung tiefgreifend verandert und .retikulér“ um- 
gewandelt. 

4. Nach OsO,- und Formolfixation la&t das Hyaloplasma im sublicht- 
mikroskopischen Bereich keine geordneten Strukturen und keine Poren 
licht- oder sublichtmikroskopischer GréRenordnung erkennen. 
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5. Ein endoplasmatisches Retikulum im Sinne Porters lie sich nach 
OsO,- und Formolfixation elektronenmikroskopisch nicht nachweisen. 

6. Mitochondrien konnten mit der von uns angewandten Priparation 
vorerst nicht nachgewiesen werden. 

7. Am Aortenendothel des Menschen lassen sich die lichtmikroskopisch 
beobachteten Cytoplasmaeinschliisse auch elektronenmikroskopisch, teil- 
weise in sublichtmikroskopischer GroéRenordnung, gut darstellen. 

8. Die Untersuchungen haben keinen Anhalt fiir die Existenz einer in- 
tercelluléren Kitisubstanz im Sinne von Chambers und Zweifach 
ergeben. Auch andere Grenzstrukturen zwischen den Zellen konnten nach 
OsO,- und Formolfixation nicht nachgewiesen werden. 

9. Das Ergebnis unserer Untersuchungen spricht dafiir, da die Stoff- 
versorgung der inneren GefaB&wandschichten weder durch Poren licht- 
mikroskopischer GréRenordnung noch durch eine intercellulare Kittsub- 
stanz, sondern durch das gesamte Cytoplasma im Sinne Kroghs erfolgt. 


Herrn Dipl.-Ing. F. Sehleich danken wir fiir seine Unterstiitzung und Hilfe 
bei der Anfertigung der Mikrophotogramme. 
Samtliche Aufnahmen wurden mit dem AEG-Zeif-Gerat EM 8/II gemacht. 
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Die wichtigsten Ergebnisse dieser Arbeit aus dem Institut von Drawert 
liegen auf elektronenmikroskopischem Gebiet. Es lie® sich nachweisen, daf 
die Scheiden vieler Cyanophyceen einen fibrillaren Bau besitzen. Die 
Dimensionen der Fibrillen entsprechen der Gréfenordnung nach etwa den 
Zellulosemikrofibrillen der Zellwande der héheren Pflanzen. 

Die eigentliche Zellmembran jedoch zeigte niemals eine solche Struktur. 
(Sollten etwa hier die Makromolekiile nicht gebiindelt sein?) Dagegen 
lieBen sich in den Zellwanden mehrerer untersuchter Arten erstmalig Poren 
nachweisen. Zwar suchten schon friihere Autoren bei Oscillatoria nach 
einem — im Zusammenhang mit dem Bewegungsvermégen postulierten — 
Porenapparat und glaubten ihn z. T. auch gefunden zu haben. Die Ergeb- 
nisse der referierten Arbeit machen es aber wahrscheinlich, da& damals 
optische Tauschungen vorgelegen haben. Die gefundenen Poren liegen 
namlich in’ einer GréRenordnung, die dem Lichtmikroskop nicht mehr zu- 
ganglich ist (7—20 my). Solche Poren liefen sich (in zerstreuter Anordnung) 
in den Querwanden von Scytonema-, Oscillatoria-, Lyngbya-, und Toly- 
pothrix-Arten nachweisen. Ob durch diese Poren Plasmodesmen verlaufen, 
bleibt ungewif, da die Poren nur nach bestimmter chemischer Vorbehand- 
lung der Membranen sichtbar werden und daher im nativen Zustand viel- 
leicht durch Inkrusten verengt oder verlegt sind. 

Besonders interessant ist die Feststellung, da bei Oscillatoria-Arten 
(und nur bei diesen) die Langsmembran einen eigenartigen Porenapparat 
besitzt: Zu beiden Seiten des Querwandansatzes und zu diesem parallel 
verlaufend ist namlich die Langswand durch eine geschlossene Reihe von 
feinen Poren (7 mu) durchbrochen. Es ist sehr wohl méglich, da damit 
ein wesentlicher Ansatzpunkt fiir die Aufklarung des Bewegungsvermégens 
der Oscillatorien gefunden ist. 

Manche der wiedergegebenen Bilder machen eine Zweischichtigkeit der 
Zellmembran wahrscheinlich, wobei die innere Schicht plasmatischer Natur 
sein kénnte. Verf. glaubt annehmen zu diirfen, da die Membran imstande 
sei, als Ultrafilter zu wirken. Vielleicht lassen sich so auch die eigenartigen 
Permeabilitatseigenschaften dieser Algen bis zu einem gewissen Grade ver- 


stindlich machen. H. Kinzel, Wien. 
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